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Abstract
L’aldoso reduttasi (ALR2) è un enzima citosolico che catalizza la rea-
zione di riduzione NADPH-dipendente di svariate aldeidi sia di natura
idrofilica (aldosi) che di natura idrofobica. La sua collocazione metabolica
lo ha visto inserito quale primo enzima della cosiddetta “via dei polio-
li”, attraverso la quale il glucosio viene trasformato in fruttosio generando
un meccanismo cellulare di osmoregolazione. L’affinità relativamente bassa
dell’ALR2 per il glucosio rende tale via metabolica relativamente ininfluen-
te in condizioni normoglicemiche. Tuttavia in condizioni di iperglicemia il
flusso del glucosio, attraverso la via dei polioli, diventa rilevante determi-
nando condizioni ampiamente accettate quale concausa di un’ampia gam-
ma di complicazioni della patologia diabetica quali retinopatia, nefropatia,
neuropatia periferica e cataratta. Non è sorprendente quindi che l’ALR2 sia
stato oggetto di studio in relazione alla sua suscettibilità all’inibizione, con
l’obiettivo di contrastare, attraverso inibitori specifici e ad elevata affinità,
l’insorgenza di complicanze della patologia diabetica.
Più recentemente tuttavia è stato mostrato come l’ALR2 sia in grado
di ridurre il 4-idrossi-2-nonenale (HNE), una molecola citotossica che si
genera nel processo di perossidazione lipidica con efficienza comparabile
a quella della gliceraldeide (substrato normalmente utilizzato nello studio
dell’enzima) e sicuramente più elevata di quella mostrata nei confronti del
glucosio. Questa evidenza ha posto quindi il dubbio sulla, a priori, assoluta
convenienza nell’inibire l’enzima.
Questo lavoro di Tesi si pone l’obiettivo di studiare, mediante un ap-
proccio computazionale, l’energetica della reazione per substrati diversi. Il
lavoro si compone di una prima fase dedicata allo studio comparato della
reazione di riduzione dei due enantiomeri della gliceraldeide a glicerolo,
con lo scopo di individuare per via computazionale evidenze che giustifi-
chino la diversa affinità, dimostrata sperimentalmente, dell’ALR2 per i due
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enantiomeri. Tale indagine ha messo in evidenza differenze tra le barriere
energetiche di attivazione e le energie dei complessi Enzima-Substrato che
si accordano, qualitativamente, ai dati sperimentali a disposizione.
Per quanto riguarda la seconda fase del lavoro, volta a definire le ca-
ratteristiche energetiche del complesso di ALR2 con l’HNE, lo studio ha
messo in evidenza un aumento delle barriere energetiche di attivazione di
HNE rispetto alla D-Gliceraldeide come confermato dai dati sperimentali.
Tali approcci computazionali possono essere importanti per incrementa-
re le conoscenze di base ma anche per scopi applicativi di tipo farmacologico
in merito alla sintesi di inibitori dell’Aldoso Reduttasi.
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Abbreviazioni:
ALR2 = Aldoso Reduttasi
SDH = Sorbitolo deidrogenasi
NADPH = Nicotidammide adenina dinucleotide fosfato
NADH = Nicotidammide adenina dinucleotide
ROS = Specie reattive dell’ossigeno
GSH = Glutatione in forma ridotta
HNE = 4-idrossi-trans-2-nonenale
HNE-GS = Addotto dell’HNE con il gruppo tiolico del GSH
DHN = 4-diidrossinonene
HNA = acido 4-idrossinonenoico
PKC = Protein-chinasi C
ARI = Inibitori dell’Aldoso Reduttasi
AGE = Prodotti finali della glicosilazione avanzata delle proteine
RAGEs = Recettori degli AGEs
TAGEs = AGEs tossici
ST1 = Primo stato di transizione
ST2 = Secondo stato di transizione
Asp43 = Aspartato 43
Tyr48 = Tirosina 48
Lys77 = Lisina 77
His110 = Istidina 110
K = Lisina
Gly = Glicina
Ser = Serina
Pro = Prolina
Val = Valina
Trp = Triptofano
Leu = Leucina
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Ile = Isoleucina
Phe = Fenilalanina
Cys = Cisteina
Asn = Asparagina
Ala = Alanina
Arg = Arginina
Thr = Treonina
M = Metionina
DFT = Density functional theory
AM1 = Austin Model 1
PM3 = Parameterized Model number 3
ONIOM = our own n-layered integrated molecular orbital and molecular mechanics
PCM = polarizable continuum modeling
EC = Enzyme Commission
QM = Meccaninica Quantistica
MM = Meccaninica Molecolare
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Introduzione
L’Aldoso Reduttasi (ALR2) è un enzima citosolico appartenente alla superfamiglia
delle Aldo-Cheto Reduttasi e rappresenta il primo enzima della cosiddetta “via dei
polioli”. In questa connotazione metabolica converte il glucosio a sorbitolo attraverso
una reazione NADPH dipendente. Il polialcolo prodotto è quindi ossidato a fruttosio
mediante una reazione NAD+ dipendente catalizzata dalla sorbitolo deidrogenasi.
L’Aldoso Reduttasi è considerato il promotore dello sbilanciamento osmotico che
determina le condizioni ormai ampiamente accettate quali concausa di un’ampia gam-
ma di complicazioni della patologia diabetica. Negli ultimi quaranta anni l’enzima è
stato quindi oggetto di molti studi in relazione alla sua suscettibilità all’inibizione, con
l’obiettivo di contrastare l’insorgenza delle complicanze della patologia diabetica.
Più recentemente, tuttavia, è stato dimostrato come l’ALR2 sia in grado di ridurre
il 4-idrossi-trans-2-nonenale (HNE), una molecola citotossica che si genera nel processo
di perossidazione lipidica. L’HNE è una molecola elettrofilica altamente reattiva verso
nucleofili cellulari e ad elevate concentrazioni è citotossico. L’idrossinonenale agisce
da substrato dell’aldoso reduttasi che ne catalizza la conversione a 4-diidrossinonene
e l’efficienza nella riduzione di tale composto risulta essere vari ordini di grandezza
superiore rispetto a quella che attiene la riduzione del glucosio. L’ALR2 può quindi
considerarsi come uno strumento di detossificazione cellulare e ciò ha posto il dubbio
sulla, a priori, assoluta convenienza della sua inibizione. Il meccanismo catalitico con-
siste di un trasferimento stereospecifico dell’idruro 4-pro-R del NADPH al carbonio del
gruppo carbonilico del substrato, seguito dalla protonazione dell’ossigeno del carbonile
mediante un gruppo donatore di protoni, la Tyr48. Nel sito attivo il residuo His110
ha un ruolo nell’orientamento del substrato e la stessa tirosina è parte di una rete di
legami idrogeno che include Lys77 ed Asp43.
Questo lavoro di tesi si pone l’obiettivo di studiare mediante un approccio compu-
tazionale l’energetica della reazione per substrati diversi. Una prima fase del lavoro è
dedicata allo studio comparato della reazione di riduzione dei due enantiomeri della
gliceraldeide a glicerolo con lo scopo di individuare, per via computazionale, evidenze
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che giustifichino la diversa affinità, dimostrata sperimentalmente, dell’ALR2 per i due
enantiomeri.
Per ciò che concerne il substrato D-Gliceraldeide sono state operate tre diverse
strategie per cercare di ottenere il miglior compromesso tra l’accuratezza ed il costo
computazionale. In primo luogo, è stato eseguito il calcolo dell’energetica di reazio-
ne mediante l’impiego di un approccio quanto meccanico di tipo Density Functional
Theory (DFT) con funzionale M06-2X. In questa prima strategia il complesso studiato
è formato dai quattro residui amminoacidici sopra citati, dall’anello nicotidamminico
del cofattore e dal substrato. L’introduzione dell’effetto dell’ambiente proteico sull’e-
nergetica di reazione è stata quindi effettuata mediante l’applicazione di due diverse
strategie, una prima che si è basata sull’impiego del metodo ONIOM ed un’altra, su
quello del metodo DFT+PCM.
Con l’approccio ONIOM abbiamo ottenuto l’introduzione della componente ato-
mistica della restante regione proteica entro 10 Å dal carbonio del carbonile della
D-gliceraldeide. Tale regione è stata descritta a livello semiempirico (AM1 e PM3MM)
mentre la regione reattiva continua ad essere descritta a livello DFT. Mediante l’ap-
proccio DFT+PCM, solo la regione reattiva è descritta a livello atomistico (con il
metodo DFT) mentre l’ambiente è descritto come un mezzo continuo polarizzabile,
caratterizzato dalle sue proprietà dielettriche macroscopiche. Mediante tale metodo
l’introduzione dell’effetto dell’ambiente è implicitamente mediato su tutti i possibi-
li spostamenti nella geometria della proteina, ottimizzando solo la regione DFT. Lo
studio dell’energetica della reazione di riduzione della L-Gliceraldeide è stato invece
limitato all’impiego di un metodo DFT (funzionale M06-2X) e di uno DFT+PCM
operando nelle stesse condizioni poste per lo studio dell’altro enantiomero.
I risultati ottenuti nella prima fase hanno consentito di attivare la seconda, volta
a definire le caratteristiche energetiche del complesso dell’enzima con l’HNE.
L’energetica della reazione di riduzione dello stereoisomero R dell’idrossinonena-
le è stata calcolata mediante un approccio ONIOM ed uno ONIOM + PCM. Nel
metodo ONIOM però la descrizione a livello semiempirico riguarda solo i residui
Trp111, Phe115, Ala299 e Leu300 del sito attivo enzimatico mentre, l’introduzione
dell’ambiente proteico è stata ottenuta grazie al metodo PCM.
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Capitolo 1
L’Aldoso reduttasi
1.1 Generalità
L’Aldoso reduttasi (ALR2) (alditol:NADP oxidoreductase, EC 1.1.1.21) è un enzima
citosolico appartenente alla superfamiglia delle Aldo-cheto reduttasi [1] che compren-
de, tra gli altri, l’Aldeide reduttasi, il fattore di crescita dei fibroblasti e l’Aldeide
deidrogenasi.
Questi enzimi sono strutturalmente formati da un’unica catena polipeptidica, le-
gano con alta affinità il cofattore nicotinammidico e presentano eguali caratteristiche
del sito attivo. L’ALR2 è stato identificato per la prima volta circa cinquanta anni fa
a livello della vescicola seminale [2]; esso è il primo enzima della cosiddetta “via dei
polioli” e converte il glucosio a sorbitolo mediante una reazione NADPH dipendente.
Il polialcolo prodotto nella reazione viene quindi ossidato a Fruttosio mediante una
reazione NAD+ dipendente catalizzata dalla Sorbitolo deidrogenasi (L-iditol:NAD+ 2-
ossidoreduttasi, EC 1.1.1.14).
Il glucosio non è l’unico substrato dell’ALR2 e nemmeno il migliore. L’enzima ca-
talizza infatti la reazione di riduzione NADPH-dipendente di svariate aldeidi sia di
natura idrofilica (quali ad esempio aldosi a 3 o 4 atomi di carbonio con una KM com-
presa tra 5 e 300 µM [3] o aldosi a 5 e 6 atomi di carbonio con una KM compresa tra
tra 3 e 300 mM [4]), sia di natura idrofobiche come, ad esempio, il 4-idrossi-2-nonenale
(HNE) (KM 0.022 mM [5]), una molecola citotossica che si genera nei processi di pe-
rossidazione lipidica delle membrane a seguito di stress ossidativo. La bassa affinità
dell’ALR2 per il glucosio rende la via dei polioli relativamente ininfluente in condizioni
normoglicemiche. Tuttavia, in condizioni di iperglicemia il flusso del glucosio attraver-
so tale via diventa rilevante, determinando condizioni di sbilanciamento metabolico
ampiamente accettate come concausa di una varietà di complicazioni secondarie della
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Figura 1.1: Struttura dell’Aldoso Reduttasi umano PDBID – 2R24, in evidenza i residui Asp43,
Tyr48, Lys77, His110 ed il cofattore NADPH.
patologia diabetica quali retinopatia, nefropatia, neuropatia periferica e cataratta [6].
1.2 Struttura enzimatica e meccanismo d’azione
L’ALR2 si presenta come un monomero costituito da 316 residui amminoacidici [7].
La struttura tridimensionale dell’enzima è stata determinata mediante approccio cri-
stallografico per la prima volta nel 1993 con una risoluzione di 1.65 Å [8]. Studi suc-
cessivi ne hanno migliorato la comprensione fornendo dati anche a più alta risoluzione
(ad esempio la struttura IDPDB:2PF8, risoluzione di 0.85 Å) ma soprattutto fornen-
do informazioni circa la struttura complessata con vari ligandi (inibitori dell’enzima)
[9, 10]; un esempio è la struttura IDPDB 2R24 utilizzata in questo lavoro di tesi, nel-
la quale l’enzima si trova complessato con il ligando IDD594 [11] (si veda il capitolo
Metodologie) .
L’approccio strutturale ha descritto l’enzima come organizzato in una struttura a
barile α/β: 8 foglietti β-paralleli alternati ad altrettante α-eliche e disposti in modo
antiparallelo, con le eliche disposte esternamente e con legami ad idrogeno tra i foglietti
1 e 6 che determinano la formazione del “barile” [8].
L’interazione tra l’enzima ed il cofattore nicotinammidico è inusuale, più simile ad
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Figura 1.2: Schema del meccanismo sequenziale ordinato dell’Aldoso Reduttasi.
ossidoreduttasi FAD-dipendenti che non a ossidoreduttasi NADP dipendenti [12, 13].
Il NADPH viene infatti sequestrato dal solvente mediante un loop di residui (Gly-
213-Ser226) localizzati tra il filamento e l’elica 7 del barile α/β. La conformazione di
questo loop, detto “Safety belt” [8], dipende dalla presenza del cofattore [4] e sono state
cristallizzate due sue distinte conformazioni, una chiusa, detta “major conformation”
ed un’altra parzialmente aperta, chiamata “minor conformation” [14]. La prima confor-
mazione è caratterizzata da legami idrogeno che vengono a porsi in essere tra l’Asp216
e le Lys21 e 262. La seconda conformazione è invece stabilizzata dalle interazioni tra
Pro218 e Trp219 con Asn256 e, come osservato nei mutanti Arg268Ala [15], corri-
sponde ad una conformazione intermedia tra la forma chiusa e quella aperta. L’enzima
mutato è cristallizzabile senza il cofattore ed i residui Gly213 e Pro215 rimangono nella
conformazione chiusa mentre la regione tra l’Ala220 e la Ser226 subisce una distorsio-
ne. La riduzione dell’affinità enzimatica per il cofattore nei mutanti diminuisce di vari
ordini di grandezza e ciò dipende dalla rimozione di una importante possibilità di inte-
razione nella tasca [15]. La condizione necessaria, ma non sufficiente, per l’apertura del
safety-belt è la possibilità per la Cys298 di interagire con l’anello nicotinaminico del
NADP+ mediante legami idrogeno o mediante attrazione elettrostatica tra il residuo
carico negativamente e l’anello, carico positivamente.
Il sito di interazione di ALR2 con il substrato è rappresentato da una cavità a forma
ellittica che può esser distinta in due parti: il cosiddetto “anion-binding pocket”, una
regione rigida comprendente i residui Trp20, Val47, Asp43, Tyr48, His110 e Trp111,
ed il cosidetto “specificity pocket”, una regione, flessibile ed idrofobica, comprendente
i residui Thr113, Phe115, Phe122, Cys303 e Tyr309. Vi è una ulteriore regione, ca-
ratterizzata dai residui Val297 e Leu300, che modifica la sua posizione in relazione
all’interazione con determinati ligandi [16, 17, 18].
Il meccanismo d’azione dell’ALR2 è descrivibile come sequenziale ordinato (Figura
1.2). L’interazione del cofattore con l’enzima ne determina un cambiamento conforma-
zionale che consente il legame di quest’ultimo con il substrato aldeidico. Nel complesso
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Figura 1.3: Schema proposto per il meccanismo catalitico dell’aldoso reduttasi.
ternario, ALR2-NADPH-ALDEIDE, l’enzima catalizza la riduzione del substrato ad
alcool, che viene quindi rilasciato. Una ulteriore modificazione conformazionale per-
mette la dissociazione del complesso binario ALR2-NADP+ ed il ripristino dell’enzima
che torna disponibile per un nuovo ciclo catalitico [4].
Il meccanismo della catalisi consiste di un trasferimento stereospecifico dell’idruro
4-pro-R del NADPH al carbonio del gruppo carbonilico del substrato, seguito dalla
protonazione dell’ossigeno del carbonile mediante un gruppo donatore di protoni.
Nonostante la vicinanza dell’His110 a residui idrofobici, quali Val147, Trp79 e
Trp111, determini un abbassamento del suo valore di pKa tale da farla risultare non
protonata a pH 6.5 al quale l’ARL2 presenta la massima attività, questo residuo è stato
a lungo considerato il donatore del protone nel processo redox. Tuttavia, studi cinetici
e di mutagenesi contestualmente a dati cristallografici, hanno inequivocabilmente di-
mostrato che è la Tyr48 ad operare il trasferimento protonico, mentre l’His110 avrebbe
esclusivamente un ruolo nell’orientamento del substrato nel sito attivo [17, 19]. Deter-
minante per conferire alla Tyr48 il ruolo di donatore del protone è l’abbassamento del
suo pKa dovuto alla partecipazione della Tyr48 ad una rete di legami idrogeno che
include Asp43 e Lys77 [20]. Tale ipotesi trova supporto da studi eseguiti su mutanti
dell’enzima sia a livello dell’Asp43 che della Lys77. Per quanto relativamente distante
dalla Tyr48, la mutazione di Asp43 (esempio D43N) determina una sia pure modesta
riduzione dell’attività enzimatica. La stessa attività si riduce invece di ben 3 ordini
di grandezza rispetto al “wild type” nel caso del mutante K77M, [20]. Il meccanismo
proposto per la reazione di riduzione del substrato carbonilico è riportato in figura 1.3.
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1.3 Complicanze secondarie del diabete
Nel 1959 van Heyningen [21] osservò che l’enzima in cristallini di ratto era in grado di
convertire glucosio, xilosio e galattosio rispettivamente a sorbitolo, xilitolo e galattitolo;
inoltre riportò la presenza di sorbitolo in cristallini umani di soggetti diabetici. Queste
iniziali osservazioni portarono all’ipotesi del coinvolgimento della via dei polioli nello
sviluppo delle complicanze secondarie del diabete, ipotesi che nel corso degli anni sono
state suffragate da molte evidenze sperimentali.
L’ALR2 è un enzima ubiquitario e significativamente rappresentato in quei tessuti
che non richiedono insulina per l’ ”uptake” del glucosio, in particolare il cristallino, la
retina, il nervo sciatico ed il rene, nei quali è eclatante il manifestarsi delle complicanze
secondarie del diabete [22]. In un tale contesto, il ruolo dell’aldoso reduttasi nel flusso
della via dei polioli è ampiamente accettato quale concausa di tali complicanze.
La bassa affinità dell’enzima per il glucosio ne determina, in condizioni normoglice-
miche ([glucosio]≥5.5mM), una scarsa conversione a sorbitolo; in questo caso la via rap-
presenta solo il 3% del consumo complessivo del monosaccaride, essenzialmente diretto
alla glicolisi mediante l’esochinasi. In condizioni iperglicemiche ([glucosio]≥20mM), in-
vece, più del 30% del glucosio è convertito a sorbitolo che, come tutti i polioli, non
attraversando facilmente le membrane citosoliche, si accumula.
La saturazione della tappa di trasformazione del sorbitolo a fruttosio e la man-
canza di meccanismi di estrusione cellulare dell’alditolo, determinano l’accumulo in-
tracellulare di tale metabolita ed il conseguente instaurarsi di un gradiente osmotico
che richiama acqua, ioni sodio e cloruro nella cellula provocando un aumento della
permeabilità della stessa. Le funzionalità cellulari sono a questo punto compromesse
dalla conseguente perdita di ioni potassio, amminoacidi liberi, mioinositolo e GSH.
Ad un tale squilibrio ionico, che non esclude la perdita anche di nucleosidi trifo-
sfato, fanno seguito fenomeni di aggregazione e precipitazione proteica. Il conseguente
conclamato danno cellulare è considerato concausa nella insorgenza della cataratta
diabetica e di altre complicanze del diabete quali appunto la retinopatia, la nefro-
patia e la neuropatia diabetica [4]. Anche il galattosio è un substrato enzimatico ed
è convertito in galattitolo. Tale polialcolo non è substrato della Sorbitolo deidroge-
nasi e ciò ne massimizza l’accumulo giustificandone l’ampio impiego nella induzione
delle complicanze secondarie del diabete in modelli animali sperimentali. Nel ratto,
ad esempio, una dieta ricca di galattosio, determina lo sviluppo della cataratta entro
una settimana dall’inizio del trattamento, fornendo un utile modello nello studio delle
modificazioni morfologiche e biochimiche che si determinano nel cristallino durante la
catarattogenesi [23].
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Contestualmente al rigonfiamento derivante dalla iperosmosi intracellulare, l’incre-
mento del flusso della via dei polioli causa un elevato consumo del NADPH, un cofat-
tore che interviene in processi riduttivi nonchè cofattore enzimatico della glutatione
reduttasi. Al riguardo, un abbassamento dei rapporti NADPH/NADP+, interferendo
nell’efficienza del recupero del glutatione ridotto dal glutatione disolfuro determinerà
di fatto un riduzione delle capacità antiossidanti della cellula. L’elevato flusso della via
dei polioli in condizioni di iperglicemia è collegato anche a fenomeni di pseudo ipossia
e all’attivazione delle protein-chinasi C (PKC)[24]. L’eccessivo consumo di NAD+ du-
rante l’ossidazione del sorbitolo a fruttosio catalizzata dalla sorbitolo deidrogenasi può
alterare lo stato redox cellulare a causa dell’incremento del rapporto NADH/NAD+.
Una tale caduta di capacità ossidante (pseudo ipossia) è in grado di indurre una ca-
scata di modificazioni biochimiche concorrenti allo sviluppo di complicazioni croniche
in individui affetti da patologia diabetica [25].
Lo stesso effetto sulla PKC, connesso alla insorgenza di complicazioni diabeti-
che secondarie a lungo termine, trova la base razionale nell’incremento del rapporto
tra NADH e NAD+. Infatti viene attivata la riduzione del diidrossiaceton fosfato a
glicerolo-3-fosfato, precursore del diacilglicerolo (DAG) [26], il cui incremento attiva
isoforme della PKC. La conseguente attivazione del processo di signalling delle MAP-
chinasi, attraverso la fosforilazione di specifici fattori di trascrizione, altera il bilancio
dell’espressione genica determinando la possibile insorgenza di fenomeni apoptotici
[27].
Un ulteriore effetto deleterio di un flusso eccessivo attraverso la via dei polioli è
rappresentato da un incremento dei livelli di fruttosio, agente glicante più reattivo del
glucosio. La fruttosilazione non enzimatica delle proteine fornisce nuovo substrato per
la produzione di prodotti finali della glicosilazione avanzata (Advanced Glycated End
products, AGEs). Questi ricoprono un ruolo molto importante nello sviluppo delle
complicanze diabetiche e ad esempio il loro accumulo a livello del cristallino di sogget-
ti diabetici velocizza il processo della catarattogenesi (l’azione delle AGE è trattata
nel sottoparagrafo 1.3.1).Gli AGEs si formano mediante la reazione di Maillard, una
reazione non enzimatica tra gruppi chetonici od aldeidici e gli ammino gruppi delle
proteine [28]. La formazione dei prodotti finali della glicosilazione avanzata ha inizio
con la reazione tra il gruppo carbonilico del glucosio (o come detto in precedenza, frut-
tosio) e un gruppo amminico libero di proteine. Nella reazione si realizza la formazione
di basi di Shiff che, attraverso una serie di trasformazioni, in un processo dalla durata
anche di settimane, determinano la formazione dei Prodotti di Amadori [29]. Questi
a loro volta, mediante una serie di reazioni consecutive (processi di disidratazione,
condensazione, frammentazione, ossidazione e ciclizzazione), possono generare addotti
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Figura 1.4: Ruolo dell’aldoso reduttasi nell’innesco delle complicazioni secondarie del diabete.
a bassa solubilità che incorrono in fenomeni di precipitazione. Gli AGEs attraverso
l’interazione con diverse molecole, tra le quali rilevanti sono le loro molecole recettri-
ci RAGEs [30], contribuiscono in generale alla degradazione proteica, alle patologie
associate alle complicazioni diabetiche nonché al processo di invecchiamento [31].
Una delle più importanti complicazioni della patologia diabetica, nonché una tra
le principali cause di cecità nell’adulto, è la retinopatia [32]. L’iperglicemia causa va-
rie modificazioni nel tessuto della retina, dove determina anche un danneggiamento
delle cellule microvascolari [33]. Gli AGEs sono coinvolti in tale azione di danno del
microcircolo [31], i periciti della retina accumulano infatti AGEs durante il diabete
[34]. Gli AGEs derivati dalla gliceraldeide e dalla glicolaldeide (rispettivamente AGEs-
2 e AGEs-3), ad esempio, causano l’apoptosi di queste cellule e, nelle fasi precoci
della retinopatia diabetica, a seguito della loro interazione con i RAGEs, favoriscono
la vascolarizzazione attraverso l’induzione del fattore mitogeno di crescita endoteliale
vascolare, VEGF [35, 36].
Un breve cenno sulla derivazione dei TAGEs-2 che, come già sottolineato, hanno
come precursore la gliceraldeide. Questa molecola può generarsi sia a partire dalla via
glicolitica sia a partire dal fruttosio [31]. Nel primo caso la gliceraldeide si generereb-
be a partire dalla gliceraldeide-3-fosfato a seguito di un suo accumulo legato ad una
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Figura 1.5: Produzione e ruolo dei prodotti finali della glicosilazione avanzata, in evidenza
l’induzione della risposta immunitaria mediata da un macrofago.
ridotta attività della gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi. Circa la produzione di glice-
raldeide a partire dal fruttosio, che come abbiamo sottolineato è il prodotto ultimo
della via dei polioli, questo, nel fegato, viene fosforilato a fruttosio-1-fosfato da una
specifica chinasi e quindi tagliato dall’aldolasi B a diidrossiaceton fosfato e gliceral-
deide. La gliceraldeide prodotta a livello citoplasmatico può attraversare la membrana
mediante vari metodi e quindi reagire non enzimaticamente con proteine accelerando
la formazione di AGE-2 sia nelle regioni intra che extracellulari.
Un’altra tra le più comuni complicazioni diabetiche è la nefropatia. Questa malat-
tia è caratterizzata dall’ispessimento della membrana glomerulare, da un’espansione
del volume mesangiale ed una diminuzione del tasso di filtrazione [37, 38]. Gli AGEs
derivati dalla gliceraldeide (AGE-2 e 3) interferiscono ad esempio nell’omeostasi glo-
merulare sia inducendo la morte cellulare per apoptosi delle cellule mesangiali che
inibendone la crescita attraverso lo stimolo della secrezione del VEGF e dell’MPC-I
[31]. L’iperfiltrazione e la microalbuminuria che si manifestano a seguito di tali processi
suggeriscono il coinvolgimento degli AGEs nelle fasi precoci della patologia renale [39].
Infine, il diabete mellito è la più importante causa di neuropatia periferica [40],
correlata alla perdita di fibre, alla degenerazione ed alla demielinizzazione assonale
[41, 42]. Anche in questo caso, la vitalità e la replicazione cellulare nonché la produzione
di citochine proinfiammatorie (esempio TNF-α e IL-1β) nelle cellule di Schwann sono
significativamente influenzate dagli AGEs-2 e AGEs-3, con i primi sicuramente più
tossici dei secondi [43, 44].
Per questi motivi gli ultimi quaranta anni sono stati segnati da grandi sforzi nella
ricerca farmacologica per sintetizzare candidati inibitori dell’aldoso reduttasi (ARIs).
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Circa trenta anni fa furono riportati gli effetti promettenti di alcuni inibitori dell’al-
doso reduttasi sulla velocità di conduzione nervosa. Quando pazienti diabetici senza
sintomatologia neuropatica erano trattati con l’inibitore Sorbinil vi era un significati-
vo miglioramento della velocità di conduzione nei nervi testati [45]. Successivamente,
furono effettuati numerosi studi clinici per valutare l’efficacia di questa molecola che
dimostrò però effetti avversi, soprattutto per reazioni di ipersensibilità nelle prime
settimane della terapia. Nel corso degli anni molti altri inibitori sono stati sintetizzati
e tra questi una molecola promettente fu il Tolrestat; gli studi preclinici dimostraro-
no però un aumento sierico di alanina amminotraferasi e aspartato amminotrasferasi.
In conclusione, tra le molecole sintetizzate solo poche sono state ulteriormente svi-
luppate e gli studi clinici sono stati spesso interrotti per gli effetti negativi o per la
ridotta biodisponibilità [46]. L’unica molecola arrivata alla commercializzazione è sta-
to l’Epalrestat (figura 1.6), ma solo in Giappone ed in India, dove è impiegato per il
trattamento di sintomi delle neuropatie [47, 48].
Figura 1.6: Inibitore Epalrestat
1.4 L’Idrossinonenale ed il ruolo detossificante del-
l’ALR2
L’ossidazione degli acidi grassi polinsaturi presenti soprattutto a livello dei fosfolipidi
di membrana genera idroperossidi lipidici, da cui si originano aldeidi sature e insature.
La relativa stabilità di tali composti ne consente la diffusione in siti diversi da quelli
di produzione; ciò determina la propagazione del danno cellulare sia a causa della
peculiare reattività di tali composti, sia per il ruolo che essi possono svolgere, agendo
da segnale di innesco della risposta cellulare alla condizione di stress ossidativo.
Uno dei più studiati prodotti della perossidazione lipidica, sia per la sua rappre-
sentatività che per la sua reattività, è il 4-idrossi-trans-2-nonenale (HNE) (figura 1.7),
prodotto principalmente a partire da acidi grassi poliinsaturi ω6 quali, ad esempio,
l’acido arachidonico e l’acido linoleico. La sua natura elettrofilica lo rende altamente
reattivo verso nucleofili cellulari quali, glutatione, cisteine, lisine, istidine ed acidi nu-
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Figura 1.7: 4-idrossi-trans-2-nonenale.
cleici. Con tali residui amminoacidici l’HNE forma addotti di Michael [49, 50, 51] con
una possibile perdita della funzionalità proteica.
L’HNE ad elevate concentrazioni è citotossico, mentre a basse concentrazioni opera
una modulazione della proliferazione cellulare e dell’espressione genica [50]. Gli addotti
formati possono, previa ubiquitinazione, andare incontro alla degradazione proteolitica
ad opera del proteasoma 20S, oppure originare fenomeni di aggregazione proteica am-
plificando così il danno cellulare. L’idrossinonenale viene degradato principalmente a
livello intracellulare ed il fenomeno è stato ampiamente investigato in epatociti di ratto
dove, a pH 7.4 e 37°C, il 95% di 100 µM era degradato entro 3 minuti dall’incubazione
[52].
Un derivato, risultato essere di particolare importanza nell’azione di “signalling”
dell’HNE, è l’addotto di Michael che la molecola forma con il glutatione (3-glutationil-
4-idrossi-nonanale, GS-HNE); la sua formazione è favorita dalla glutatione S-transferasi
[4] e, come già sottolineato per l’HNE, è substrato dell’aldoso reduttasi [4]. Le princi-
pali reazioni in cui è coinvolto l’HNE ed il suo addotto GS-HNE portano alla forma-
zione dell’alcol 4-diidrossinonene (DHN) e del 3-glutationil-1,4-diidrossinonano, cata-
lizzate dall’aldoso reduttasi [4], poi dell’acido 4-idrossinonenoico (HNA) e dell’acido
3-glutationil-4-idrossi-nonanoico, catalizzate dalla aldeide deidrogenasi [53].
Limitandosi a considerare la via di trasformazione riduttiva dell’HNE e quindi al
coinvolgimento dell’ALR2, è utile sottolineare che l’efficienza nella riduzione di tale
composto, così come avviene per altre aldeidi lipidiche a catena lunga (da 6 a 18 atomi
di carbonio) risulta essere da 103 a 104 volte superiore rispetto a quella che attiene la
riduzione del glucosio. Così, considerato che la concentrazione di HNE in condizioni di
stress ossidativo raggiunge livelli dell’ordine delle decine del µM e che la KM per l’HNE
e per il GS-HNE sono rispettivamente di 12 µM e 34 µM, l’ALR2 può considerarsi
come uno strumento di detossificazione cellulare in grado di annichilire la citotossicità
associata al gruppo aldeidico di tali molecole. Al riguardo, per quanto etichettato
come un enzima riducente aldosi, la struttura del sito attivo dell’ALR2, caratterizzato
da un rilevante grado di idrofobicità, suggerirebbe come fisiologica l’azione su aldeidi
idrofobiche piuttosto che quella di riduzione del glucosio.
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Capitolo 2
Metodi computazionali
L’approccio computazionale sta assumendo sempre maggiore importanza e comple-
mentarità rispetto a quello sperimentale nello studio della struttura e della funzione
delle biomolecole, soprattutto in campo farmacologico, dove una delle metodologie più
applicate è quella del Molecular Docking [54]. Il docking molecolare opera la simula-
zione dell’interazione di una macromolecola target (esempio un recettore o un enzima)
con piccoli ligandi (esempio candidati farmaci) ed è stato impiegato nello sviluppo di
svariati farmaci che oggi sono in commercio. Lo studio computazionale della funzione
enzimatica è però spesso effettuato mediante metodi di dinamica molecolare, questi
infatti permettono di simulare la dinamica reale del sistema in aggiunta a fornire dati
strutturali/energetici come il docking.
Negli ultimi anni, l’enorme sviluppo dei metodi quanto-meccanici e la loro appli-
cabilità a sistemi di sempre maggiore dimensione e di sempre crescente complessità,
hanno reso possibile una terza strategia di studio per i processi enzimatici.
La meccanica quantistica è il più “alto” tra i livelli di calcolo ed, in linea di principio,
potrebbe permettere di descrivere accuratamente la densità elettronica e le proprietà
del sistema (sopra)molecolare di interesse attraverso il calcolo della funzione d’onda Ψ
come soluzione esatta dell’equazione di Schrödinger.
HΨ = EΨ (2.1)
dove H è l’operatore hamiltoniano ed E è l’energia totale del sistema. Assumendo di
poter disaccoppiare il moto dei nuclei da quello degli elettroni (data la grande diver-
sità delle masse), l’energia può essere decomposta in energia cinetica degli elettroni,
attrazione elettrostatica tra nuclei ed elettroni e repulsione elettrone-elettrone. Quindi
l’operatore hamiltoniano conterrà tre termini, ciascuno dei quali rappresenta uno di
questi contributi all’energia totale del sistema. Si noti che in questa approssimazione,
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anche detta approssimazione di Born-Oppenheimer, l’energia di repulsione tra i nuclei
è un termine costante che non dipende dalla funzione d’onda.
Purtroppo l’equazione di Schrödinger è risolvibile in modo esatto solo nel caso
dell’atomo di idrogeno e, con grandi sforzi, di altri sistemi molto semplici, mentre si
trasforma in un complicato insieme di equazioni differenziali man mano che il sistema
in esame aumenta le sue dimensioni. Nella pratica numerica, diventa quindi necessario
introdurre approssimazioni di tipo diverso: tali approssimazioni sono quelle che deter-
minano il tipo di metodo quanto-meccanico (QM). Un esempio in questo senso è il
metodo Density Functional Theory (DFT) mediante il quale è possibile ottenere risul-
tati con un costo che è paragonabile a quello dei più semplici approcci quanto-meccanici
ma con un’accuratezza paragonabile a quella di calcoli a più elevato costo computa-
zionale. Sistemi più complessi richiedono per la loro trattazione l’impiego dei metodi
semi-empirici, per i quali una descrizione approssimata delle interazioni elettroniche
mediante l’introduzione di parametri, anche derivati sperimentalmente, diminuisce il
costo computazionale.
In questo lavoro di tesi sono state eseguite ottimizzazioni delle geometrie di Reagen-
ti, primo stato di transizione e Prodotti della reazione enzimatica con diversi substrati
(D-Gliceraldeide, L-Gliceraldeide ed HNE) mediante metodi QM quali, metodi DFT e
semiempirici per i quali forniremo brevi descrizioni nelle sezioni 2.2 e 2.3. Per includere
l’effetto dell’ambiente proteico sia sul meccanismo che sull’energetica di reazione sono
stati impiegati i metodi ONIOM e PCM di cui si daranno brevi descrizioni nelle sezioni
2.4 e 2.5. Tutti i calcoli sono stati eseguiti con il codice Gaussian [55].
2.1 Le ottimizzazioni di geometria
Il processo di ricerca della geometria di minima energia rappresenta il primo passo
di ogni studio computazionale e tale processo si basa sulla definizione della funzione
energia potenziale E(x), dove il vettore x contiene tutte le coordinate che servono a
definire il sistema in esame (in generale dell’ordine di 3N dove N è il numero di atomi
che costituisce il sistema).
Mediante il processo di ottimizzazione si opera la ricerca dei punti stazionari della
funzione multi-dimensionale E(x), cioè dei punti in cui le derivate prime rispetto agli
spostamenti di tutte le coordinate del sistema sono nulle. L’equazione 2.2 esprime la
condizione di stazionarietà attraverso il vettore gradiente g, le cui componenti sono le
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derivate prime della funzione:
g = ∇E (x) = (∂E (x))
∂x1
,
(∂E (x)
∂x2
...
(∂E (x))
∂xN
; (2.2)
Il punto stazionario ricercato potrebbe essere un punto di minimo (o di massimo) ma
anche un punto di sella del primo ordine. Il primo caso si verifica quando è ricercata
la geometria di equilibrio di una molecola, il secondo caso, caratterizzato da derivate
seconde tutte positive eccetto che in una direzione, per la quale la derivata seconda è
negativa, si verifica quando si operi la ricerca di uno stato di transizione nel cammino
di reazione.
Il processo di ottimizzazione determina il punto stazionario più vicino rispetto
alle coordinate iniziali dei nuclei, ma una funzione multidimensionale può contenere
moltissimi punti stazionari dello stesso tipo. Il minimo con il valore di energia più
bassa è definito minimo assoluto mentre gli altri sono chiamati minimi relativi.
Il processo quindi si traduce in una analisi matematica di ricerca del minimo assolu-
to dell’ipersuperfice a partire da un set di coordinate (chiamate guess) che definiscono
le posizioni iniziali dei nuclei. Il problema è allora riassumibile nella decisione della
direzione da seguire nella ricerca del minimo e della lunghezza del passo lungo quella
direzione, tali scelte sono diverse tra i vari metodi disponibili.
E’ possibile distinguere due categorie di metodi: quelli che fanno uso del solo gra-
diente di E(x) (come ad esempio i metodi Steepest Descent e Conjugate gradient) ed i
metodi che prevedono invece anche il calcolo della matrice Hessiana (come ad esempio
il metodo Newton-Raphson). Questi ultimi possono generare punti sufficientemente vi-
cini al minimo con un numero di passi inferiore rispetto ai primi, ovviamente pagando
il prezzo del calcolo delle derivate seconde.
Nel codice di calcolo Gaussian è implementato l’algoritmo di ottimizzazione Berny
[56] che appartiene ai metodi quasi-Newton. Tali metodi presentano i vantaggi offerti da
entrambi gli approcci garantendo un costo computazionale ridotto della determinazione
della Hessiana che, invece di esser calcolata esattamente nelle sue componenti, viene
stimata e approssimata con il metodo Broyden,Fletcher, Glodfarb e Shanno (BFGS)
[28]. Ad ogni step del processo di ottimizzazione, gradiente ed energia sono testati per
verificare se l’ottimizzazione sia giunta a convergenza. Solo quando lo scarto quadratico
medio del gradiente e del vettore assoluto della sua componente più grande, come quello
dello spostamento, sono inferiori ad un certo valore soglia, l’ottimizzazione può dirsi
giunta a completamento.
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2.2 Metodo DFT
Il metodo DFT [57, 58] si basa sui teoremi di Hohenberg e Kohn (HK) che dimostrano
come l’energia elettronica dello stato fondamentale di un sistema multielettronico e
le altre proprietà elettroniche, siano determinate interamente dalla funzione densità
elettronica %(x,y,z):
%(x) = N
∫
Ψ(x1...x3N)
2dx2, . . . , dx3N (2.3)
dove N è il numero di elettroni del sistema.
Esiste quindi una corrispondenza univoca tra l’energia e la densità elettronica del
sistema. Il vantaggio di questo approccio risiede nel fatto che la funzione densità elet-
tronica dipenda solo da 3 variabili, indipendentemente dalle dimensioni del sistema
in studio; ciò differenzia il metodo DFT dagli altri metodi QM basati sulla funzione
d’onda che invece dipende da 3N coordinate (le posizioni di tutti gli elettroni).
L’energia dello stato elettronico fondamentale è un funzionale della densità, vale
a dire una funzione che lega l’energia alla funzione densità; la forma matematica del
funzionale non è però nota ed i metodi DFT si differenziano sulla base delle diverse
approssimazioni introdotte per definirla.
Il funzionale è divisibile in tre parti:
1. il funzionale dell’energia cinetica del moto degli elettroni T[%];
2. il potenziale di attrazione tra nuclei ed elettroni Vne[%];
3. il potenziale di interazione elettrone-elettrone Vee[%].
A sua volta l’interazione elettrone-elettrone Vee può esser suddivisa nei contributi
di tipo Coulombiano e nell’interazione quantistica di scambio-correlazione. Come ri-
cordato precedentemente, la repulsione nucleo-nucleo nell’approssimazione di Born-
Oppenheimer (al cui interno sono generalmente condotti i calcoli QM) è considerata
una costante additiva.
Nel 1956 Kohn e Sham (KS) gettarono le basi per la costruzione di metodi DFT
applicabili alla chimica computazionale. L’idea di base fu quella di risolvere il problema
dell’energia cinetica (per il quale non si ottiene una rappresentazione realistica) intro-
ducendo l’approssimazione di sistemi di particelle non interagenti e di rappresentare la
densità elettronica attraverso orbitali ϕi detti orbitali di Kohn-Sham. In tale modo il
funzionale T[%] può esser distinto in una prima parte esattamente calcolabile sulla base
delle approssimazioni introdotte ed una seconda corrispondente ad un piccolo termine
di correzione alla prima.
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Nello schema KS il funzionale dell’energia elettronica DFT può esser quindi de-
scritto come:
EDFT [%] = Ts [%] + Vne [%] + J [%] +XC [%] (2.4)
Dove il potenziale di interazione elettrone-elettrone è la somma della componente
Coulombiana J e del fattore di scambio-correlazione XC che, nella parte correlativa,
introduce la dipendenza del moto di un elettrone rispetto agli altri.
Dalla definizione dell’energia esatta:
Eexact [%] = T [%] + Vne [%] + Vee [%] (2.5)
si può definire il termine di scambio-correlazione XC[%] che contiene tutti gli errori
connessi alle approssimazioni fatte, come:
XC [%] = (T [%]− Ts [%]) + (Vee [%]− J%) (2.6)
Sfortunatamente i funzionali T[%] e Vee[%] non sono noti e quindi deve essere introdotta
una forma approssimata del funzionale scambio-correlazione XC: proprio le possibili
diverse scelte di tale funzionale differenziano i vari metodi DFT.
Nel corso degli anni, per ottenere descrizioni elettroniche sempre più accurate, sono
stati sviluppati funzionali diversi, distinguibili in quattro categorie. La prima genera-
zione di funzionali nasce dalla Local Density Approximation (LDA) dove si assume che
la densità possa esser trattata localmente (indipendente dal gradiente) sulla base del
modello del gas omogeneo di elettroni. La seconda generazione è la GGA, Generalized
Gradient Approximation, in questo caso il funzionale, oltre che dalla densità locale,
verrà a dipendere dal gradiente della densità. Con i funzionali GGA si ottiene una più
accurata descrizione termochimica rispetto all’approccio LDA. Il successivo passo è
stato quello dell’introduzione della dipendenza del funzionale di scambio-correlazione
dalle derivate di ordine maggiore di 1 della densità elettronica che ha portato ai fun-
zionali m-GGA (meta-GGA), dove ancora però l’energia elettronica in un certo punto
dello spazio è dipendente dal solo comportamento della densità elettronica e dell’e-
nergia cinetica in quel punto e nel suo intorno. Miglioramento ulteriore è dato dalla
combinazione lineare del funzionale locale XC con un funzionale di scambio di tipo
esatto. Tali funzionali sono detti ibridi e offrono una più accurata descrizione della
termochimica dei gruppi principali. Tra gli ibridi, molto diffuso è il funzionale B3LYP
[59] che però, per le sue caratteristiche, non può esser impiegato nella stima delle bar-
riere energetiche e nella descrizione di interazioni non covalenti (esempio nei sistemi
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biologici) per i quali è possibile utilizzare i funzionali M06 e M06-2X [60]: per le sue
caratteristiche di accuratezza il secondo è stato scelto come il funzionale ottimale per
il presente studio.
Per descrivere gli orbitali KS (ϕi) si introducono delle espansioni su un insieme di
funzioni di base secondo lo schema Linear combination of atomic orbitals (LCAO).
Deve quindi esser operata una scelta del set di funzioni di base, rappresentazione
matematica degli orbitali atomici. La dipendenza degli orbitali atomici dalla distanza
dei nuclei è del tipo e-r e l’integrazione di queste funzioni nel calcolo delle interazioni
elettroniche risulta complessa. Una semplificazione è ottenibile mediante la sostituzione
di queste ultime con delle funzioni Gaussiane di forma e-r2 di cui è nota la soluzione
analitica degli integrali. La combinazione di funzioni Gaussiane diverse, pesate da
coefficienti, porta ad una buona approssimazione della reale funzione d’onda atomica.
L’insieme delle funzioni di base, fisicamente, rappresenta una “localizzazione” di
ogni elettrone in una certa regione di spazio e, poichè in meccanica quantistica gli
elettroni sono caratterizzati da una probabilità di esistere in tutto lo spazio, la loro
rappresentazione mediante un set di funzioni di base finito introduce delle approssi-
mazioni. I diversi set di base si distinguono per il numero e il tipo di Gaussiane che
li formano ed ovviamente maggiore è questo numero più accurata sarà la rappresen-
tazione. Il set di funzioni di base impiegato in questo lavoro è del tipo 6-311G(d)
[61].
2.3 Metodi semiempirici
Quando l’interesse è rivolto a molecole di grandi dimensioni l’impiego dei metodi
DFT ha forti limitazioni. In questi casi trovano applicazione i cosiddetti metodi semi-
empirici. I metodi semi-empirici omettono la trattazione di alcuni termini dell’Hamil-
toniano sostituendoli con parametri ricavati sperimentalmente. Inoltre non vengono
presi in considerazione tutti gli elettroni degli atomi che costituiscono il sistema, ma
solo quelli “chimicamente attivi”, ossia gli elettroni di valenza. In questa approssimazio-
ne, gli elettroni interni o elettroni di core (esempio: per gli atomi del secondo periodo,
gli elettroni 1s) agiranno soltanto come “schermo” per l’interazione nucleo-elettrone di
valenza.
L’applicabilità di tali metodi si estende a macromolecole, quali oligopeptidi o parti
di proteine, polisaccaridi ed oligonucleotidi. In questo lavoro i due metodi semiempirici
impiegati sono stati il metodo AM1 ed il metodo PM3MM.
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Il modello Austin Model 1 (AM1) è stato prodotto dal gruppo di Dewar nel 1985
[62] per superare i problemi che aﬄiggevano i modelli semiempirici precedenti in cui
si osservava la tendenza a sovrastimare la repulsione tra atomi separati da distanze
approssimativamente uguali alla somma dei loro raggi di van der Waals. La strate-
gia impiegata è stata quella di modificare i termini di interazione tra elettroni interni
(termini core-core) usando funzioni Gaussiane attrattive e repulsive, con le prime pro-
gettate per sovrastare la repulsione e centrate nella regione dove le repulsioni sono
troppo grandi e le seconde centrate nelle più piccole distanze internucleari. Questo
risultato è ottenuto mediante una modifica dell’espressione per il calcolo del termine
repulsivo core-core [63].
L’Hamiltoniano PM3 contiene essenzialmente gli stessi elementi di quello dell’AM1
ma i parametri sono stati derivati usando una procedura di parametrizzazione auto-
matica ideata da JJP Stewart [64, 65]. Uno dei più importanti problemi del metodo
PM3 è rappresentato dalla barriera rotazionale del legame ammidico, troppo bassa e
in alcuni casi non esistente, questo problema può esser risolto mediante l’impiego di
un potenziale torsionale empirico [63]. Il metodo PM3MM si basa sul metodo PM3 ed
aggiunge una correzione per il legame HCON nel modello PM3.
2.4 Approccio ONIOM
Gli ultimi anni sono stati segnati da importanti progressi per il trattamento di siste-
mi molecolari di grandi dimensioni; ad ogni modo, un accurato modeling ab-initio di
sistemi contenenti un elevato numero di atomi rappresenta ancora oggi una sfida im-
pegnativa, specialmente per la descrizione delle reazioni chimiche. I cosiddetti metodi
ibridi offrono una soluzione al problema e l’approccio è giustificato dal fatto che di-
verse regioni nella molecola in studio presentino ruoli differenti nel processo in esame.
Ad esempio, nelle reazioni enzimatiche la rottura e la formazione di legami ha luogo
solamente al sito attivo e l’effetto della restante parte della proteina può essere sterico
od elettrostatico.
Mediante i metodi ibridi ogni regione è trattata con un metodo computazionale
diverso e solo la regione chimicamente attiva viene studiata ad alto livello di teoria,
metodi meno costosi sono invece impiegati per le regioni circostanti. Per mezzo di tale
approccio risultati accurati possono esser ottenuti pagando una frazione dell’altrimenti
elevato costo computazionale.
Negli anni sono stati presentati diversi metodi ibridi e la maggior parte combina
un metodo quantomeccanico QM ad uno di meccanica molecolare MM, questi sono
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detti QM/MM. I metodi ibridi tradizionali presentano l’energia QM/MM come:
EQM/MM = EQM + EQM + Eint (2.7)
dove EQM è l’energia della regione QM, EMM è l’energia della regione MM ed infine
Eint descrive l’interazione tra le due regioni. In particolare, Eint contiene sia termini
di interazione elettrostatica tra le due regioni che quelli di tipo repulsivo-dispersivo.
In tutti i casi in cui la separazione tra regione QM e MM implichi rottura di legami
covalenti, il termine Eint tiene anche conto di contributi di legame. Nella maggioranza
dei metodi ibridi, i termini non-elettrostatici vengono trattati a livello di meccanica
molecolare e quindi sono solo i termini elettrostatici a creare un accoppiamento tra la
parte QM e quella MM. Questo accoppiamento è generalmente descritto introducendo
le cariche che rappresentano gli atomi della parte MM nell’Hamiltoniano che descrive
la parte QM del sistema. Questo tipo di approccio in cui la funzione d’onda della parte
QM viene polarizzata dalle cariche MM è detto electrostatic embedding.
Un approccio QM/MM alternativo è rappresentato dal metodo ibrido ONIOM
(Our own N-layered Integrated molecular Orbital molecular Mechanics) sviluppato da
Morokuma e collaboratori [66]. In realtà il metodo ONIOM è applicabile a qualunque
coppia di metodi e non soltanto all’unione di metodi QM e MM, per cui in generale si
parla di metodi “high” e “low”. In particolare in questa tesi si è utlizzato una versione
ONIOM in cui si accoppiano metodi DFT a metodi semiempirici.
A differenza degli altri metodi ibridi, il metodo ONIOM calcola in primo luogo
l’energia del sistema intero (detto “real”) con il livello di teoria più basso, detto “low”
(per esempio MM o semiempirico), quindi opera una correzione calcolando l’energia
della regione di interesse (detta “model”) con un elevato livello di teoria, detto “high”.
Infine, per non considerare due volte l’energia della stessa regione, sottrae l’energia
della regione “model” calcolata a basso livello di teoria, fornendo così l’energia ONIOM
[67]:
EONIOM = Ereal(low) + Emodel(high)− Emodel(low) (2.8)
La figura 2.1 illustra i vari componenti del sistema ONIOM.
Come i normali metodi ibridi anche ONIOM può prevedere casi in cui le due par-
ti siano collegate da legami covalenti. Per evitare una descrizione chimicamente non
realistica, ONIOM tratta le regioni di boundary delle differenti parti della molecola
introducendo dei cosiddetti “link atoms”, normalmente idrogeni, che servono a satu-
rare le “valenze” degli atomi del sistema “model” di frontiera. Un esempio di questa
procedura è rappresentato in figura 2.2.
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Figura 2.1: Schema ONIOM, in evidenza le regioni Real e Model.
Figura 2.2: Componenti di uno schema ONIOM impiegando come esempio l’acido butirrico, in
evidenza i Link Atoms.
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2.5 Approccio PCM
Per introdurre gli effetti dell’ambiente, il metodo computazionale deve essere combi-
nato ad un modello di solvatazione. In generale, possono esser distinti due famiglie di
modelli di solvatazione.
La prima è quella dei modelli cosiddetti “discreti”, in cui un elevato numero di
molecole di solvente è trattato in modo esplicito insieme alla molecola di soluto. Una
simile descrizione è aderente alla realtà fisica studiata e permette di tenere conto
di interazioni specifiche soluto-solvente. Tuttavia, una descrizione realistica di una
soluzione richiede l’inclusione di un grande numero di molecole di solvente e ciò si
traduce in un alto costo computazionale, cui è possibile rimediare introducendo una
diversa descrizione delle due parti, per esempio mediante i metodi ibridi QM/MM o
ONIOM descritti nella sezione precedente.
La seconda famiglia è quella dei cosiddetti modelli “continui”, dove la molecola di
soluto è descritta ad elevato livello di teoria quanto-meccanica mentre il solvente è rap-
presentato come un mezzo dielettrico continuo. Fondamentale in questo approccio è il
cosiddetto campo di reazione, ossia la risposta elettrostatica del solvente, che modifica
la struttura e le proprietà del soluto. Il limite dei modelli continui risiede nell’impos-
sibilità della considerazione delle interazioni specifiche soluto-solvente (miglioramenti
a ciò sono rappresentati dall’inclusione nel soluto di molecole di solvente posizionate
strategicamente). Tra i modelli continui, in questa Tesi, è stato usato il Polarizable
Continuum Model (PCM) [68].
Il metodo PCM descrive il problema elettrostatico di una distribuzione di carica che
rappresenta il soluto (%M) contenuta in una cavità di forma e dimensione opportuna
posta all’interno di un mezzo dielettrico caratterizzato dalla sua costante dielettrica ε
che rappresenta il solvente. Il potenziale totale del sistema è quindi calcolato come la
somma del potenziale elettrostatico prodotto dalla distribuzione di carica del soluto
%M e del potenziale dovuto a una distribuzione di carica superficiale σ all’interfaccia
soluto-solvente che rappresenta la polarizzazione del mezzo dielettrico:
V (x) = VM (x) + Vσ (x) =
∫ 3
R
%M (y)
|x− y|dy +
∫
Σ
σ (s)
|x− y|ds; (2.9)
dove il primo integrale è esteso su tutto lo spazio tridimensionale mentre il secondo è
limitato alla superficie della cavità.
Il problema ora è quello del calcolo della densità di carica superficiale di polarizza-
zione σ(s); quest’ultima viene calcolata introducendo una ripartizione della superficie
della cavità in un numero K di elementi di piccole dimensioni e di area nota ak su cui
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σ(s) è assunta costante. La polarizzazione del solvente è così descritta mediante un
insieme di cariche puntiformi qk poste sulla superficie della cavità che contiene il solu-
to. Per la corretta descrizione del campo di reazione risultano esser critiche la forma e
la dimensione della cavità e la novità del PCM è la costruzione della stessa mediante
l’intersezione di superfici sferiche centrate sugli atomi o su gruppi di atomi.
Nel modello PCM le cariche qk sono determinate attraverso una procedura auto-
consistente che è innestata su quella che determina la funzione d’onda elettronica del
soluto. Del resto, la necessità di un approccio autoconsistente appare evidente se si
considera che la funzione d’onda del soluto viene modificata dalla presenza di cariche
apparenti di solvatazione che, a loro volta, dipendono dalla distribuzione elettronica
del soluto. Come conseguenza, alla convergenza le distribuzioni di carica del solvente
e del soluto sono mutuamente equilibrate.
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Capitolo 3
Lo studio computazionale dell’aldoso
reduttasi
3.1 Introduzione
Da un punto di vista modellistico la catalisi enzimatica può esser definita come un
processo di riconoscimento dello stato di transizione (TS) e la conoscenza della strut-
tura di quest’ultimo permette la progettazione dei suoi analoghi a funzione inibitoria
o la progettazione di catalizzatori sintetici (inclusi gli Anticorpi catalitici).
Se prendiamo in considerazione enzimi “semplici”, per i quali è valida la trattazio-
ne di Michaelis e Menten, possiamo dire che l’evoluzione enzimatica è stata guidata
dall’ottimizzazione del rapporto kcat/KM (costante di specificità), dove kcat indica il
massimo numero di molecole di substrato che ogni molecola di enzima può trasfor-
mare nell’unità di tempo, mentre KM rappresenta la quantità di substrato necessaria
affinché la reazione avvenga a velocità pari a metà della velocità massima.
Questo rapporto incorpora sia l’affinità che l’abilità catalitica e spesso è impiegato
per confrontare l’efficienza di enzimi diversi o quella di un unico enzima con differenti
substrati.
La questione chiave che precede l’identificazione dei fattori responsabili dell’effetto
catalitico è l’indagine sulla riduzione della barriera di attivazione tra la reazione ca-
talizzata e la reazione non catalizzata. L’individuazione di questi fattori dipende da
studi di struttura-funzione quantitativi e dalla capacità di distinguere l’effetto cata-
litico dagli altri contributi energetici: Alla luce di tutti questi aspetti, diventa chiara
l’esigenza di un approccio computazionale. Negli studi enzimologici, l’approccio com-
putazionale sta acquistando sempre maggior importanza sia per la possibilità di una
maggiore comprensione del ruolo biologico degli enzimi sia per agevolare il loro impiego
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Figura 3.1: Schema di una reazione catalizzata o meno dove, KM e K‡cat si riferiscono alla reazione
catalizzata mentre, K‡non e Ktx a quella che avviene in acqua senza la presenza del biocatalizzatore.
in campo biotecnologico ed industriale. L’impiego applicativo si basa sull’ottenimento
di indicazioni circa le possibili modifiche migliorative del sito attivo enzimatico volte
a forzare una direzione desiderata del percorso catalitico. In particolare, anche se in
molti casi la catalisi enzimatica evolve attraverso intermedi covalenti, gli studi compu-
tazionali hanno fornito l’evidenza di come le forti riduzioni delle barriere di attivazione
siano dovute ad interazioni che avvengono tra il substrato e l’enzima per mezzo di forze
di attrazione di natura elettrostatica. Essi hanno inoltre mostrato che le interazioni
solvente-solvente e solvente-soluto contribuiscono all’effetto idrofobico. Il soluto è qui
rappresentato dal substrato, dai residui e dalla parte di cofattore che partecipano al-
la reazione, mentre il solvente è rappresentato dall’acqua e dai residui amminoacidici
spettatori. Entrambi questi tipi di interazioni, tra l’enzima ed il substrato e l’effetto
idrofobico, contribuiscono alla catalisi [69].
Rimane da chiarire quali altri fattori influenzino la catalisi enzimatica e per la loro
comprensione è necessario chiarire la via attraverso cui l’enzima esercita queste forze
sul substrato e sullo stato di transizione. Oltre all’azione sull’energia di attivazione,
gli enzimi operano anche un preciso controllo stereo-chimico della reazione catalizzata,
aspetto che finora ha ricevuto poca attenzione negli approcci computazionali e che
invece è stato considerato in questo lavoro.
Per meglio comprendere il meccanismo alla base dell’azione enzimatica, riportia-
mo in figura 3.1 un possibile schema energetico per una reazione catalizzata e per il
corrispondente processo non catalizzato in soluzione acquosa [54]. In questo schema
la velocità della reazione non catalizzata è descritta dalla costante knon mentre quella
della reazione catalizzata dalla kcat. Il rapporto tra tali costanti kcat/knon è proprio ciò
32
Introduzione 3.1
Figura 3.2: Ciclo pseudotermodinamico che riguarda l’equilibrio e i parametri cinetici per la reazione
enzimatica e la reazione non catalizzata in acqua.
che definisce l’effetto catalitico. Inoltre, se assumiamo di poter descrivere la formazione
dello stato di transizione come un processo di pseudo-equilibrio (come previsto dalla
teoria dello stato di transizione generalizzato), possiamo introdurre le corrispondenti
costanti termodinamiche, K‡non e K‡cat. Infine possiamo combinare i due processi in un
ciclo pseudotermodinamico riportato nella figura 3.2 [54]. In questo schema il rapporto
((K‡cat / KM )/K‡non) misura l’abilità catalitica dell’enzima (proficiency) mentre Ktx
definisce la costante di dissociazione del substrato modificato nello stato di transizione.
In un processo catalitico, Ktx è attesa esser inferiore rispetto alla costante corri-
spondente al processo con il substrato nello stato fondamentale (KM), di un fattore
uguale a quello per il quale la costante di velocità della reazione catalizzata (kcat) ec-
cede quella della reazione non catalizzata (knon) [54]. Da questa analisi si ottiene che,
utilizzando valori di KM sperimentali, possono esser calcolate sia l’efficienza catalitica
ed il rate enhancement (kcat/knon ) sia la proficiency enzimatica.
E’ tuttavia opportuno sottolineare che, nel modello appena considerato, non te-
niamo conto della possibilità che il meccanismo di reazione con l’enzima differisca
da quello in soluzione acquosa (come spesso accade); in tal caso infatti l’equivalenza
kcat/knon = (Ktx/KM)-1 potrebbe non essere valida [69]. Per poter utilizzare lo schema
riportato nelle figure 3.1-3.2 è necessario simulare la reazione sia in fase acquosa che
nell’ambiente proteico.
Esistono diversi approcci computazionali per simulare l’effetto dell’ambiente su
proprietà e reazioni chimiche. Tra questi i più usati sono quelli che si basano su una
separazione del sistema in due parti, quella in cui avviene il processo di interesse
(che possiamo chiamare sito reattivo) e quella che agisce da perturbatore (che possia-
mo chiamare ambiente). Tale separazione permette quindi di introdurre due diverse
descrizioni computazionali che verranno scelte in modo da avere un metodo molto
accurato per il sottosistema reattivo e un metodo meno accurato, ma più facilmente
estendibile a sistemi di grandi dimensioni, per l’ambiente. Uno degli esempi più noti
di questo tipo di strategia computazionale è quello dei metodi QM/classici, in cui cioè
si impiega una descrizione di tipo quanto-meccanico per il sito reattivo e un approccio
di tipo classico per l’ambiente. Come discusso nel capitolo 2, per la parte classica, si
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possono poi introdurre descrizioni atomistiche, usando approcci di tipo Meccanica Mo-
lecolare (MM), o descrizioni continue, cioè in cui l’ambiente è trattato come un mezzo
continuo polarizzabile caratterizzato dalle sue proprietà dielettriche macroscopiche; il
modello PCM descritto nella sezione 2.5 ne è un esempio.
Quando l’ambiente è di tipo proteico, la sua definizione non è univoca nel senso
che, in molti casi può risultare sufficiente considerare solo alcuni residui amminoaci-
dici più direttamente coinvolti nella reazione nel sito attivo. Questo approccio può
poi essere ulteriormente migliorato introducendo anche l’effetto della rimanente parte
dell’ambiente mediante approcci di tipo ONIOM (si veda la sezione 2.4) o PCM.
In ogni caso, un problema critico nella simulazione del processo enzimatico è la
costruzione di un modello per il complesso enzima-substrato. Tipicamente la geome-
tria molecolare della struttura impiegata è ottenuta da dati cristallografici; purtroppo
questi spesso non corrispondono al sistema reale. I dati strutturali, nella pratica, sono
infatti ottenuti con tecniche di cristallizzazione dell’enzima in presenza di un inibitore,
piuttosto che del substrato di interesse. Di frequente quindi, l’approccio computazio-
nale prevede l’impiego di metodi di dinamica molecolare, volti all’ottenimento di una
realistica struttura di partenza del sistema nella forma attiva per la reazione catali-
tica. Il limite di tale metodologia deriva dall’alto costo computazionale associato alla
elevata durata della simulazione e questo è dipendente dalla scala temporale dei moti
molecolari interni necessari per il riadattamento dopo l’inserimento del substrato.
I risultati computazionali sono quindi dipendenti dalla struttura utilizzata nella
simulazione, dal modello e dal metodo impiegato.
Gao e Truhlar hanno valutato la conseguenza della scelta di una struttura cristallo-
grafica impiegata per ottenere le condizioni iniziali di simulazione. In tale studio sono
state utilizzate due diverse strutture enzimatiche per studiare il trasferimento di un
protone e di un idruro nelle reazioni catalizzate dalla acil-CoA deidrogenasi (ACAD).
Una prima scelta cristallografica, in cui la struttura era complessata con l’n-octanoil-
CoA, si è rilevata molto meno reattiva di una seconda con l’acetoacetil-CoA: le barriere
energetiche ottenute nei due casi differivano di 13 e 17 kcal/mol rispettivamente per
i due trasferimenti. Questo studio mostra quindi chiaramente come l’accordo con la
struttura sperimentale sia la principale condizione per l’ottenimento di buoni risultati
nella simulazione [69].
Come detto in precedenza, la stabilizzazione dello stato di transizione è un concet-
to centrale nella comprensione delle catalisi enzimatiche ma è anche importante nella
progettazione di inibitori analoghi del TS e per il design di anticorpi catalitici. Legami
idrogeno ed altri effetti elettrostatici sono spesso fondamentali nella stabilizzazione del-
lo stato di transizione. Oltre a questi possono essere importanti anche la desolvatazione
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o le modificazioni dell’ambiente proteico, queste infatti determinano la formazione di
interazioni più forti nel TS rispetto al reagente. Un esempio di enzima in cui dominano
le forze elettrostatiche è l’enolasi, per la quale studi computazionali hanno dimostrato
che i due ioni Mg2+ giocano un ruolo chiave nella stabilizzazione elettrostatica durante
la formazione dell’intermedio enolpiruvato, sfavoriscono la deidratazione ed abbassano
la barriera di reazione.
3.2 Studi precedenti sull’aldoso reduttasi
L’approccio computazionale ha trovato impiego anche nella ricerca sull’Aldoso Redut-
tasi. Nel 1998 Lee e Kador [70] pubblicarono uno studio computazionale sul calcolo
dell’energetica della reazione di riduzione della D-Gliceraldeide catalizzata dall’Aldoso
reduttasi. L’obiettivo del lavoro era la comprensione di quale, tra Tyr48 ed His110,
fosse il residuo donatore di protoni (si veda la sezione Struttura e Meccanismo). A
questo scopo fu utilizzato un metodo QM/MM per l’ottimizzazione della geometria
dei Reagenti, dello Stato di transizione e dei Prodotti. In questa simulazione il com-
plesso ternario ALR2-NADPH-D-Gliceraldeide fu considerato idratato e la His110 fu
posta carica positivamente, o mantenuta neutra, quando la si considerasse o meno il
residuo donatore.
I risultati ottenuti evidenziarono, in entrambi i casi, il “network” di legami idrogeno
tra i residui Tyr48, Lys77 ed Asp43 già osservato nel dato cristallografico. La molte-
plicità delle interazioni evidenziate nel lavoro (figura 3.3) mostra come il complesso
AR–NADPH riconosca il substrato D-Gliceraldeide principalmente attraverso legami
idrogeno. Il calcolo dell’energetica di reazione sulla sola parte QM del sistema mo-
stra come il residuo donatore favorito sia la His, con una energia di attivazione di 3.1
kcal/mol più bassa rispetto a quella con la Tyr48 nel ruolo di donatore. Quando però,
nell’ottimizzazione viene introdotto anche l’ambiente proteico, i valori dell’energia di
attivazione per His110 e Tyr48 si abbassano rispettivamente di 4.7 e 10.1 kcal/mol.
L’introduzione dell’ambiente proteico influenza quindi fortemente l’energetica di rea-
zione e gli autori affermano che solo una più accurata descrizione QM/MM potrà
chiarire definitivamente quale tra i due residui sia effettivamente il donatore protoni-
co. Anche un successivo studio computazionale [71] ha trattato il problema del residuo
donatore di protoni arricchendo però l’analisi del processo anche con la descrizione
dell’intermedio di reazione carico positivamente quando il residuo donatore è la Tyr48
o negativamente quando invece è l’His110 a trasferire il protone. Anche questo, come
il precedente studio, presenta importanti limiti in merito ai metodi utilizzati per la
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Figura 3.3: Geometria ottimimizzata QM/MM del sito attivo dell’aldoso reduttasi umano nel lavoro
di Lee e Kador del 1998.
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descrizione energetica dei sistemi investigati rispetto a quelli oggi normalmente usati.
In particolare, in quello studio sono state utilizzate varie strutture cristallografiche di
partenza ma per tutte queste la regione formata dai residui Tyr48, His110, Asp43- e
Lys77+, comprensiva dell’anello nicotidamminico del NADPH, è stata studiata a livel-
lo semiempirico, con la restante parte proteica descritta con un approccio di meccanica
molecolare. L’His110 era considerata neutra o carica sulla base delle stesse assunzioni
del precedente lavoro di Lee e Kador ed il substrato D-Gliceraldeide era inserito nella
cavità del sito attivo attraverso la metodologia del docking molecolare. Quindi, oltre
ai reagenti, prodotti e stati di transizione questo studio descrive l’energetica compren-
siva dell’intermedio di reazione, posto tra i due stati di transizione corrispondenti ai
trasferimenti protonici, calcolato mediante un metodo di ricerca del percorso di mini-
ma energia sulla superficie di energia potenziale. Nelle diverse strutture di partenza
ottimizzate è descritta la formazione di legami idrogeno stabilizzanti formati tra il sub-
strato e la Tyr48, la Lys77 ed il NADHP; inoltre, in dipendenza delle varie strutture
cristallografiche, gli autori hanno o meno ottenuto la formazione di un legame idrogeno
tra la Nε2 dell’His110 e l’ossigeno ammidico del cofattore.
Sulla base dell’analisi QM/MM, nella struttura dell’intermedio della reazione con
la Tyr48 quale donatore, la carica negativa è principalmente accumulata sull’ossigeno
carbonilico del substrato che è stabilizzato da due legami idrogeno con la Tyr48 e la
His110. Lo studio chiarisce inoltre l’ordine delle protonazioni che avvengono nel sito
attivo enzimatico, infatti quando era studiata una reazione che prevedesse come primo
trasferimento quello effettuato da parte della Tyr48, questa richiedeva livelli proibitivi
di energia e l’intermedio di reazione non poteva esser localizzato nel percorso reatti-
vo. Ciò a conferma che al primo trasferimento dell’idruro segue quello effettuato dalla
tirosina. Quando veniva studiata la reazione di riduzione con il residuo His110 donato-
re, il percorso energeticamente favorito prevedeva invece un andamento della reazione
invertito rispetto al precedente. Al trasferimento effettuato dal residuo amminoacidico
seguiva infatti la formazione di un intermedio di reazione carico negativamente che
precedeva il secondo stato di transizione determinato dal trasferimento dell’idruro.
Come per quello precedente, i risultati di questo lavoro indicano che il percorso
energicamente favorito è quello che prevede la donazione protonica effettuata dalla
His110. Come però descritto nella sezione “Struttura e Meccanismo”, nel corso degli
anni, numerosi studi sperimentali hanno risolto l’incertezza circa il problema del resi-
duo donatore. Oggi infatti sappiamo che questo è la Tyr48 ed in particolare, è chiaro
che mutazioni che lo sostituiscano determinino la totale perdita dell’attività enzima-
tica. Quindi la descrizione computazionale effettuata in questi lavori è probabilmente
carente nella considerazione del contributo ambientale, problema ammesso da Lee e
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Kador nelle loro conclusioni.
Importante per questo lavoro di Tesi è stato uno studio pubblicato da Blakeley nel
2008 [11]. In questo lavoro la struttura cristallografica dell’aldoso reduttasi era raffinata
mediante esperimenti di diffrazione di neutroni. Tali informazioni erano quindi impie-
gate in uno studio computazionale di dinamica molecolare con un substrato formato
mediante la sostituzione della testa carbossilica dell’inibitore cristallografico (figura
3.4) con un gruppo enolato.
In questo studio il residuo donatore è considerato essere la Tyr48 ed è evidenziata
l’influenza, su questo, della coppia Lys77 e Asp43. L’approccio computazionale in
questo caso ha avuto il ruolo di investigare i differenti stati di protonazione della
coppia Lys77-Asp43 nella triade formata dai residui amminoacidici Asp-Lys-Tyr e la
loro influenza sul meccanismo reattivo.
La regione del sito attivo nella quale avvengono le rotture e formazioni di legami
era studiata a livello di teoria DFT mentre la restante parte proteica a livello di mec-
canica molecolare. I risultati dello studio mostrano come quando la coppia Lys-Asp sia
formata dai residui carichi si realizzi uno spostamento della catena laterale della Tyr48
che, a quel punto, non è più capace di operare la donazione protonica. La forma neutra
di tale coppia di amminoacidi è quindi essenziale per il processo reattivo. Infatti, quan-
do la Lys77 è carica positivamente si realizza una destabilizzazione dipendente dalla
vicinanza dell’anello nicotidamminico carico che determina un trasferimento protonico
dalla lisina all’aspartato. Mentre, prima dell’evento di protonazione produttivo, si deve
realizzare un avvicinamento tra i residui Tyr e Lys, fenomeno osservato proprio nei
risultati ottenuti con la coppia di residui neutri Lys e Asp. Come nel lavoro preceden-
temente riportato, anche questo studio conferma inoltre come al primo trasferimento
dell’idruro segua la seconda protonazione effettuata dalla Tyr48.
Numerosi studi computazionali sull’Aldoso reduttasi si sono invece riferiti al solo
problema dell’inibizione dell’enzima e quindi allo studio di molecole candidate inibitori.
In questo senso è risultata di fondamentale importanza l’applicazione la metodologia
del Docking molecolare.
3.3 La strategia computazionale
In questa Tesi abbiamo utilizzato la struttura cristallografica dell’aldoso reduttasi uma-
no (IDPDB: 2R24) complessato con il cofattore, l’inibitore non chirale IDD594 (Figura
3.4) ed acque cristallografiche [11]. Nei dati cristallografici la struttura enzimatica è
stata definita raffinando le informazioni ottenute con le diffrazioni a raggi X con quel-
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le di diffrazione di neutroni. I deuteri sono stati sostituiti con gli idrogeni mentre le
acque cristallografiche sono state tutte eliminate mediante il software GaussView. I
Substrati, opportunamente orientati, sono stati inseriti utilizzando lo stesso software,
sostituendo l’inibitore non chirale nel sito attivo e sfruttando il suo posizionamento
quale traccia per la costruzione delle rispettive molecole.
Figura 3.4: Posizionamento dell’inibitore IDD594 (LTD) nel sito attivo dell’enzima.
Seguendo i risultati ottenuti da Lee e Kador [70] tutti gli Asp e Glu sono stati con-
siderati carichi negativamente mentre le Lys cariche positivamente. Le His sono state
considerate non protonate ed, in accordo al meccanismo catalitico oramai comunemen-
te accettato, è stata considerata la Tyr48 quale donatore protonico. La carica netta
del complesso ALR2-NADPH-Substrato è stata assunta essere pari a -4 (-4 NADPH).
L’obiettivo della prima parte del lavoro è stato quello di calcolare l’energetica della
reazione di riduzione dei due stereoisomeri della Gliceraldeide, con lo scopo di indivi-
duare per via computazionale evidenze che giustifichino la diversa affinità dell’enzima
dimostrata sperimentalmente. Per ciò che concerne la D-gliceraldeide, per cercare di
ottenere il miglior compromesso tra l’accuratezza ed il costo computazionale, in pri-
mo luogo è stato eseguito il calcolo dell’energetica di reazione considerando soltanto
la regione del sito attivo di maggior importanza per il meccanismo catalitico (Asp43,
Tyr48, Lys77, His110) comprendente il solo gruppo nicotinamminico del NADPH.
Questa regione, che chiameremo regione DFT, presenta carica uguale a 0. Tutti
i residui, compreso il cofattore, sono stati ancorati a gruppi metilici. Questi gruppi
sostituiscono il Cα dei residui che nella proteina sono legati agli amminoacidi studiati
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e, nel processo di ottimizzazione, sono stati vincolati alle corrispondenti posizioni nella
struttura cristallografica. Per ciò che concerne il cofattore l’ancoraggio è stato posto
sull’azoto dell’anello nicotidamminico, per il substrato invece non sono stati imposti
vincoli. Il calcolo è stato eseguito a livello DFT con il funzionale M06-2X e con base
del tipo 6-311G(d).
Figura 3.5: In evidenza con le frecce i gruppi di ancoraggio CH3 per il residuo Tyr48.
Successivamente, per includere l’effetto dell’ambiente proteico sull’energetica di rea-
zione sono stati impiegati i metodi ONIOM e PCM. Nell’approccio ONIOM, assieme
alla regione DFT prima definita, è stata considerata anche la restante parte proteica.
Anche in questo caso abbiamo accettato un compromesso tra accuratezza e costo; per
velocizzare i calcoli di ottimizzazione infatti è stata considerata solo la struttura pro-
teica entro 10 Å dal carbonio del carbonile della D-gliceraldeide, selezionata mediante
il software Chimera.
In questo approccio ONIOM, la precedente regione DFT interagisce con la restante
parte di proteina descritta a livello semiempirico (AM1 e PM3MM). Nel processo di
ottimizzazione la parte proteica aggiuntiva è stata tenuta rigida. Successivamente,
per scopi comparativi, è stata eseguita anche una ottimizzazione della parte proteica
utilizzando una descrizione completamente semiempirica (PM3MM) secondo i vincoli
di mobilità precedentemente imposti (rilassamento solo dei residui 43, 48, 77, 110).
Lo studio dell’energetica di reazione con la L-Gliceraldeide quale substrato enzima-
tico si è limitato al primo (DFT) ed al terzo (DFT + PCM) degli approcci utilizzati
per l’altro enantiomero e per poter operare un confronto tra i risultati ottenuti sono
stati impiegati gli stessi metodi e la stessa costante dielettrica.
La seconda parte del lavoro di tesi è stata dedicata allo studio dell’energetica di
reazione con il substrato R-trans-HNE. Con questo substrato prendono rilevanza strut-
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Figura 3.6: In evidenza con le frecce l’interfaccia high-low level per il residuo Tyr48.
turale anche i residui componenti lo “specificity pocket” ed in questo studio abbiamo
considerato i residui Trp111, Phe115, Ala299 e Leu300. Come risultato la regione
indicata come sito attivo viene estesa ad ulteriori residui rispetto ai casi dei due enan-
tiomeri della gliceraldeide. Per poter mantenere lo stesso livello di accuratezza ma con
tempi di calcoli limitati abbiamo quindi introdotto una descrizione di tipo ONIOM, in
cui la regione DFT già presente nella gliceraldeide è circondata dai quattro altri residui
trattati a livello semiempirico (PM3MM). Nel caso del substrato HNE, l’effetto della
restante parte proteica è stato descritto a livello PCM.
In tutti i calcoli, la parte DFT del sistema è stata descritta usando il funzionale
M06-2X in combinazione con il set di base 6-311G(d) (si veda sezione 2.2). Nello studio
con il metodo DFT + PCM è stata utilizzata una costante dielettrica ε pari a 15 (vedi
sezione 2.5) corrispondente all’ambiente proteico. In questo metodo abbiamo implici-
tamente introdotto un effetto dell’ambiente mediato su tutti i possibili spostamenti
nella geometria della proteina. Tutti i calcoli sono stati effettuati con il programma di
calcolo Gaussian [55].
3.4 Risultati
Questo lavoro di tesi si è posto l’obiettivo di studiare, mediante approcci computazio-
nali, l’energetica della reazione di riduzione di substrati diversi catalizzata dall’Aldoso
Reduttasi umano. Il lavoro è articolato in due fasi. La prima è dedicata allo studio
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comparato della reazione di riduzione dei due enantiomeri della gliceraldeide a gli-
cerolo. Tale fase ha avuto lo scopo di individuare per via computazionale evidenze
a giustificazione della diversa affinità, dimostrata sperimentalmente, dell’ALR2 per i
due enantiomeri. I risultati ottenuti hanno quindi consentito di attivare la seconda fase
del lavoro, volta a definire le caratteristiche energetiche del complesso dell’enzima con
l’HNE. Questa ha avuto lo scopo di ottenere informazioni applicabili nella ricerca su
inibitori selettivi, cioè molecole capaci di operare l’attività inibitoria senza intaccare
l’attività detossificante dell’enzima.
Il meccanismo di reazione dell’Aldoso Reduttasi, riportato in figura 3.7, si articola
in due fasi. Nella prima fase si realizza il trasferimento stereospecifico dell’idruro 4-
pro-R del NADPH sul carbonio del gruppo carbonilico del substrato (che determina
la cinetica di reazione). Nella seconda avviene invece la protonazione dell’ossigeno del
carbonile del substrato che è effettuata dal residuo donatore di protoni Tyr48. Nel corso
del processo reattivo assumono rilievo anche il residuo His110, che ha una funzione di
orientamento del substrato nel sito attivo ed i residui Lys77 e Asp43 che formano una
rete di legami idrogeno che coinvolge la Tyr48. In questo lavoro di Tesi non sono stati
determinati l’intermedio ed il secondo stato di transizione della reazione enzimatica,
in quanto non determinanti per lo studio della cinetica e dell’energetica di reazione.
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Figura 3.7: Meccanismo d’azione dell’aldoso reduttasi. La reazione di riduzione del substrato aldeidi-
co si realizza mediante il trasferimento dell’idruro 4-pro-R del NADPH al carbonio C1 del substrato
aldeidico, seguito dalla protonazione dell’ossigeno carbonilico del substrato effettuato dal residuo
donatore Tyr48. La His110 ha un ruolo nell’orientamento del substrato nel sito attivo.
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3.4.1 Substrato D-Gliceraldeide
Nella figura 3.8 si riportano le strutture ottimizzate dei reagenti, del primo stato di
transizione e dei prodotti nel corso della reazione catalitica. I reagenti rappresentano
la struttura ottimizzata con il substrato D-Gliceraldeide inserito nella cavità “Anion
binding pocket” del sito attivo, qui rappresentata dai quattro residui amminoacidici
maggiormente coinvolti nella reazione: Tyr48, His110, Lys77, Asp43. Nel primo sta-
to di transizione si illustra invece la struttura ottimizzata a livello del trasferimento
stereospecifico dell’idruro 4-pro-R del NADPH al carbonio del carbonile del substrato.
Reagenti Primo stato di transizione Prodotti
Figura 3.8: Strutture ottimizzate a livello di calcolo DFT. Meccanismo catalitico della riduzione
della D-Gliceraldeide a glicerolo. I residui amminoacidici (Tyr48, His110, Lys77, Asp43) e l’anello
nicotidamminico del NADPH sono rappresentati in forma tubulare mentre il substrato è in evidenza
in forma sferica.
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Figura 3.9: Regione del sito attivo dell’Aldoso Reduttasi umano maggiormente coinvolta nel processo
catalitico, le linee tratteggiate indicano le distanze tra gli atomi coinvolti nelle successive reazioni di
riduzione della D-Gliceraldeide. La numerazione degli atomi sarà sfruttata per specificarne le distanze
nelle successive tabelle dedicate. In forma tubulare le catene laterali dei residui amminoacidici (Tyr48,
His110, Lys77, Asp43) e l’anello nicotidamminico del NADPH, con il backbone dei residui in forma
reticolare. In evidenza la struttura della D-Gliceraldeide in forma sferica.
In fig. 3.9 si riporta invece il posizionamento del complesso (Asp43, Tyr48, Lys77,
His110): NADPH:D-GLD all’interno del cosiddetto complesso ES. Obiettivo principale
di questa fase del lavoro di Tesi era la definizione dell’energetica della reazione di
riduzione del substrato enzimatico e, come detto in precedenza, sono state impiegate
varie strategie al fine di operare tale descrizione: sito reattivo isolato (modello DFT),
sito reattivo in proteina (modello ONIOM e modello DFT+PCM). Nella figura 3.10
si illustra la cavità PCM, che racchiude la regione descritta a livello DFT del sito
attivo dell’Aldoso Reduttasi. Tale cavità, è posta all’interno di un mezzo dielettrico
caratterizzato dalla sua costante dielettrica ε pari a 15 che rappresenta l’ambiente
proteico.
I risultati ottenuti sono riportati nella tabella 3.1, per tutti i diversi modelli. In
particolare si riportano le barriere energetiche che separano i reagenti (complesso ES)
ed il primo stato di transizione (complesso ES‡) e le energie di reazione che portano
al complesso EP.
In questa tabella, la riga M06-2X è riferita al modello DFT, mentre dalla seconda
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Figura 3.10: Cavità della regione DFT del sito attivo (Asp, Tyr, Lys, His, NADPH, D-Gliceraldeide)
dell’Aldoso Reduttasi umano. Lo schema di colorazione prevede l’uso del bianco per le sfere centrate
sui carboni, del rosso per quelle centrate sugli ossigeni e del blu quelle sugli azoti. In questo modo è
possibile evidenziare graficamente le superfici esposte al solvente.
alla terza riga i dati ottenuti introducono l’effetto dell’ambiente proteico mediante
l’impiego del metodo ONIOM (cioè il trattamento in modo esplicito della componente
atomistica della regione proteica entro 10 Å dal C1 del substrato). Nella riga PM3MM
si riportano invece i dati relativi ad una descrizione dello stesso sistema (sito attivo +
regione proteica) ma completamente a livello semiempirico. Infine la riga M06-2X +
PCM è riferita al modello che prevede l’inclusione dell’ambiente proteico mediante il
metodo continuo PCM.
Stato di transizione 1 Prodotti
M06-2X 23.87 kcal/mol 3.79 kcal/mol
ONIOM M06-2X:AM1 13.74 kcal/mol -26.51 kcal/mol
ONIOM M06-2X:PM3MM 13.00 kcal/mol -26.31 kcal/mol
PM3MM 35.64 kcal/mol 10.07 kcal/mol
M06-2X + PCM 19.55 kcal/mol -4.01 kcal/mol
Tabella 3.1: Energetiche di reazione calcolate secondo i vari metodi impiegati nell’ottimizzazione
energetica delle geometrie dei Reagenti, primo stato di transizione e Prodotti nel processo di riduzione
catalizzato dall’Aldoso Reduttasi umano. Tutti i valori, espressi in kcal/mol, rappresentano le barriere
energetiche tra i reagenti e gli altri stati secondo la colonna considerata.
Nel metodo ONIOM abbiamo impiegato, in combinazione con il metodo M06-2X
per il sito reattivo, i metodi semiempirici AM1 e PM3MM per la descrizione energetica
della regione proteica calcolata a basso livello di teoria. In entrambi i casi sono state
ottenute energie di attivazione molto simili tra loro ma considerevolmente differenti
rispetto alla barriera energetica tra Reagenti e Prodotti risultante dai calcoli eseguiti
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a livello DFT.
La differenza nelle barriere di attivazione tra il modello DFT e quello ONIOM
(M06-2X:AM1) è pari a 10.13 kcal/mol; tale differenza non cambia in modo signifi-
cativo se si utilizza un diverso metodo semiempirico (PM3MM). Inoltre, l’energetica
calcolata mediante il modello DFT descrive una reazione endotermica, mentre quella
calcolata con il metodo ONIOM, una reazione esotermica: questo è dovuto essen-
zialmente ad un abbassamento dell’energia dei prodotti dipendente dall’introduzione
di una componente atomistica ambientale. Per scopi comparativi, è stata eseguita
anche una ulteriore analisi utilizzando una descrizione completamente semiempirica
(PM3MM). In questo caso abbiamo ottenuto risultati distanti sia da quelli DFT che
da quelli ONIOM. In particolare si nota un aumento significativo dell’energia di atti-
vazione: +11.77 kcal/mol rispetto al calcolo DFT e +22.64 kcal/mol rispetto al calcolo
ONIOM (PM3MM).
Quando infine andiamo a combinare una descrizione DFT del sito attivo con una
descrizione PCM dell’ambiente, l’energia di attivazione si abbassa di 4.32 kcal/mol
rispetto al calcolo per il sito attivo isolato mentre l’energia di reazione si abbassa
di 7.8 kcal/mol. Quest’ultimo valore si riflette su una variazione della natura della
reazione che da endotermica diviene esotermica per effetto dell’inclusione dell’effetto
dell’ambiente.
Nella tabella 3.2 si riportano le distanze più significative misurate tra gli atomi
del complesso ternario studiato ad alto livello di teoria (DFT), ma in assenza dell’ef-
fetto dell’ambiente (la numerazione si basa sulla figura 3.9). Nel corso della reazione
di riduzione del substrato a Glicerolo, oltre alle modificazioni strutturali direttamente
collegate ai trasferimenti protonici si realizzano anche modificazioni indotte, riguar-
danti le distanze di legame tra la His110 ed il substrato e l’interazione che si determina
tra la lisina e l’aspartato nel corso del cammino reattivo.
H3-C4 H1-02 H6-02 N8-H9 N8-O10 H9-O10 H3-C11
REAGENTI 2.613 Å 1.837 Å 2.14 Å 1.082 Å 2.596 Å 1.535 Å 1.099 Å
ST1 1.231 Å 1.58 Å 1.778 Å 1.062 Å 2.648 Å 1.619 Å 1.519 Å
PRODOTTI 1.098 Å 1.025 Å 1.844 Å 1.068 Å 2.63 Å 1.585 Å 3.765 Å
Tabella 3.2: Distanze misurate tra gli atomi di maggiore importanza nel processo reattivo nel sito
attivo ottimizzato dell’Aldoso Reduttasi umano nei Reagenti, primo stato di transizione e Prodotti
della reazione di riduzione della D-Gliceraldeide calcolata a livello DFT. La numerazione degli atomi
si riferisce alla figura 3.9.
Nella prima colonna della tabella 3.2 si illustra la variazione della distanza misurata
tra gli atomi coinvolti nel processo di trasferimento dell’idruro dal cofattore alla D-
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Figura 3.11: Sito attivo ottimizzato dell’Aldoso reduttasi umano, in evidenza l’interazione tra i
residui Asp 43 e Lys77.
Gliceraldeide, mentre con la seconda si descrive il processo di trasferimento protonico
tra la tirosina ed il substrato. Le altre colonne sono riferite all’interazione di stabiliz-
zazione che viene a determinarsi tra l’His110 ed il substrato ed all’interazione tra la
Lys77 e l’Asp43. L’ultima colonna invece si riferisce alla distanza tra l’idrogeno trasfe-
rito dal cofattore ed il carbonio (11) del suo anello nicotidamminico, questa ovviamente
aumenta man mano che la reazione muove verso i prodotti. Come illustrato in tabella,
la distanza di legame tra l’idrogeno Nε2 dell’istidina (6) e l’ossigeno carbonilico della
D-Gliceraldeide (2) va diminuendo nel corso del cammino reattivo, con un minimo lo-
calizzato a livello del primo stato di transizione. Tali modificazioni sono imputabili al
cambiamento della natura del gruppo carbonilico del substrato, target della riduzione.
Infatti, la distanza tra il carbonio (4) e l’ossigeno (2) della D-Gliceraldeide si modifica
durante tutto il cammino reattivo (passando da 1.2 Å dei reagenti a 1.3 Å del primo
stato di transizione, per diminuire a 1 Å nei prodotti) e l’interazione stabilizzante deve
passare attraverso la formazione di un legame idrogeno che coinvolge l’idrogeno Nε2
(6) e l’ossigeno (2) target della riduzione nel corso del cammino reattivo.
L’interazione che viene a determinarsi tra i residui Asp43 e Lys77 è evidenziata
in figura 3.11, nel corso del cammino reattivo il protone si mantiene però sempre più
vicino alla Lys77 rispetto al residuo Asp43.
Nella tabella 3.3 si riportano le più significative distanze calcolate nel cammino
reattivo di riduzione della D-Gliceraldeide, distinte in tre sottotabelle secondo i vari
metodi che includono la regione proteica a livello atomistico, cioè i due metodi ONIOM
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e la descrizione completamente semiempirica PM3MM, seguendo la numerazione degli
atomi come da figura 3.9.
(a) Distanze misurate nel sito attivo ottimizzato dell’Aldoso reduttasi umano con substrato D-
Gliceraldeide nel calcolo ONIOM (AM1).
H3-C4 H1-02 H6-02 N8-H9 N8-O10 H9-O10 H3-C11
Reagenti 2.241 Å 1.913 Å 1.960 Å 1.615 Å 2.633 Å 1.029 Å 1.099 Å
ST1 1.356 Å 1.672 Å 1.750 Å 1.140 Å 2.521 Å 1.386 Å 1.291 Å
Prodotti 1.097 Å 0.984 Å 2.178 Å 1.118 Å 2.549 Å 1.434 Å 3.107 Å
(b) Distanze misurate nel sito attivo ottimizzato dell’Aldoso reduttasi umano con substrato D-
Gliceraldeide nel calcolo ONIOM (PM3MM).
H3-C4 H1-02 H6-02 N8-H9 N8-O10 H9-O10 H3-C11
Reagenti 2.281 Å 1.918 Å 1.991 Å 1.583 Å 2.615 Å 1.035 Å 1.097 Å
ST1 1.367 Å 1.685 Å 1.766 Å 1.105 Å 2.558 Å 1.458 Å 1.267 Å
Prodotti 1.096 Å 0.983 Å 1.95 Å 1.142 Å 2.522 Å 1.384 Å 3.194 Å
(c) Distanze misurate nel sito attivo ottimizzato dell’Aldoso reduttasi umano con substrato D-
Gliceraldeide a livello di calcolo solo semiempirico (PM3MM).
H3-C4 H1-02 H6-02 N8-H9 N8-O10 H9-O10 H3-C11
Reagenti 2.581 Å 2.858 Å 1.89 Å 1.778 Å 2.708 Å 0.979 Å 1.115 Å
ST1 1.393 Å 1.79 Å 1.766 Å 1.053 Å 2.595 Å 1.661 Å 1.445 Å
Prodotti 1.11 Å 0.953 Å 2.578 Å 1.042 Å 2.698 Å 1.662 Å 3.300 Å
Tabella 3.3: Distanze misurate tra gli atomi di maggiore importanza nel processo reattivo nel sito
attivo ottimizzato dell’Aldoso Reduttasi umano nei Reagenti, primo stato di transizione e Prodotti
della reazione di riduzione della D-Gliceraldeide calcolata mediante i vari metodi ONIOM utilizzati.
La numerazione degli atomi si riferisce alla figura 3.9.
Nei primi due modelli ONIOM riportati in tabella 3.3, l’introduzione dell’effetto
dell’ambiente conserva l’interazione Lys77-Asp43, come avviene nello studio del siste-
ma isolato, anche se durante il cammino reattivo il protone condiviso tende a spostarsi
dall’Aspartato alla Lisina. Nel corso della reazione si evidenzia invece una divergen-
za per l’andamento delle distanze tra l’Nε2-H (6) dell’istidina e l’ossigeno (2) della
D-Gliceraldeide. Infatti, se il dato della seconda sottotabella ben si accorda a quello
misurato nello studio del sito attivo isolato, per la prima tale distanza è maggiore nei
prodotti rispetto a quella nei reagenti. Questa divergenza non sembra però influenzare
il profilo energetico, sovrapponibile tra i due diversi modelli ONIOM.
Come precedentemente mostrato, l’energetica ottenuta utilizzando una descrizione
completamente semiempirica (PM3MM) risulta essere molto diversa rispetto a quel-
la descritta dagli altri modelli. Ciò è probabilmente dovuto alla cattiva descrizione
geometrica del sito attivo. Infatti, se confrontati ai risultati riportati nelle prime due
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Figura 3.12: Immagine della struttura ONIOM dell’aldoso reduttasi umano con il substrato D-
Gliceraldeide. Il substrato è evidenziato dalla struttura a sfere mentre la restante parte della regione
high-level è in forma tubulare, la regione low-level è descritta come un reticolato.
sottotabelle, simili tra loro, quelli PM3MM indicano divergenze strutturali importan-
ti. Tali differenze geometriche sono visibili nelle distanze tra gli atomi direttamente
coinvolti nel processo reattivo. Inoltre, l’interazione tra l’Nε2-H (6) dell’istidina e l’os-
sigeno (2) del substrato, osservata per le altre descrizioni, non sembra essere attiva nei
limiti di questo modello.
Per tutti questi limiti il modello PM3MM non è stato utilizzato per l’analisi della
L-Gliceraldeide. Quando introduciamo l’effetto dell’ambiente con il modello continuo
PCM (tabella 3.4) l’interazione Lys77-Asp43 si ottiene esclusivamente nei reagenti;
anche in questo caso, come per il sistema studiato senza l’inclusione dell’effetto del-
l’ambiente, il protone è comunque posto in vicinanza del residuo Lys77, che però qui
lo lega a livello del primo stato di transizione. Inoltre, nel corso della reazione, l’in-
terazione tra la His110 ed il substrato si realizza con una diminuzione della distanza
misurata tra l’idrogeno Nε2 (6) della prima e l’ossigeno (2) del secondo, target della
riduzione, sulla traccia della descrizione ottenuta per il sistema isolato.
H3-C4 H1-02 H6-02 N8-H9 N8-O10 H9-O10
Reagenti 2.55 Å 1.829 Å 2.109 Å 1.065 Å 2.643 Å 1.601 Å
ST1 1.603 Å 1.672 Å 1.779 Å 1.058 Å 2.666 Å 1.635 Å
Prodotti 1.096 Å 1.018 Å 1.803 Å 1.059 Å 2.667 Å 1.627 Å
Tabella 3.4: Distanze misurate tra gli atomi di maggiore importanza nel processo reattivo nel sito
attivo ottimizzato dell’Aldoso Reduttasi umano con il substrato D-Gliceraldeide nel calcolo PCM. La
numerazione degli atomi si riferisce alla figura 3.9.
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3.4.2 Substrato L-Gliceraldeide
Come riportato nella sezione precedente, relativa alla D-Gliceraldeide, anche per l’e-
nantiomero levogiro, abbiamo usato come metodo QM per la descrizione del sito reat-
tivo, il metodo DFT con il funzionale M06-2X. Inoltre per questo sistema la descrizione
dell’effetto dell’ambiente proteico è stata ottenuto con il modello DFT+PCM. La fi-
gura 3.13 illustra la cavità PCM del sito attivo per la L-Gliceraldeide; tale cavità, è
posta all’interno di un mezzo dielettrico caratterizzato dalla sua costante dielettrica ε
pari a 15 che rappresenta l’ambiente proteico.
Figura 3.13: Cavità della regione DFT del sito attivo (Asp, Tyr, Lys, His, NADPH, D-
GLiceraldeide) dell’Aldoso Reduttasi umano. Lo schema di colorazione prevede l’uso del bianco per
le sfere centrate sui carboni, del rosso per quelle centrate sugli ossigeni e del blu quelle sugli azoti. In
questo modo è possibile evidenziare graficamente le superfici esposte al solvente.
In Fig. 3.14 riportiamo le geometrie del complesso (Asp43, Tyr48, Lys77, His110):
NADPH:L-GLD ottimizzate sia per quanto riguarda reagenti e prodotti ma anche
per il primo stato di transizione. In questa figura le catene laterali degli amminoacidi
della regione DFT, nonché l’anello nicotidamminico del cofattore, sono rappresentati
in forma tubulare mentre in evidenza vi è la struttura del substrato che è ridotto
a glicerolo nel corso della reazione catalitica. Le energetiche della reazione, calcolate
secondo i diversi metodi computazionali impiegati, sono riportate nella tabella 3.5. Per
entrambi i modelli questa riporta le barriere energetiche secondo il criterio applicato
per la tabella 3.1 di questo capitolo. In questa tabella, la prima riga è riferita al modello
calcolato mediante l’impiego del solo modello DFT, mentre la seconda è riferita al
modello che prevede l’inclusione dell’ambiente proteico mediante il metodo continuo
PCM.
Dai dati riportati si nota che l’introduzione dell’effetto dell’ambiente genera un
abbassamento nella barriera di attivazione pari a 5.9 kcal/mol, ed una stabilizzazione
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Reagenti Primo stato di transizione Prodotti
Figura 3.14: Strutture ottimizzate a livello di calcolo DFT. Meccanismo catalitico della riduzione
della L-Gliceraldeide a glicerolo. I residui amminoacidici (Tyr48, His110, Lys77, Asp43) e l’anello
nicotidamminico del NADPH sono rappresentati in forma tubulare mentre il substrato è in evidenza
in forma sferica.
Stato di transizione 1 Prodotti
M06-2X 27.34 kcal/mol 3.76 kcal/mol
M06-2X + PCM 21.44 kcal/mol -2.88 kcal/mol
Tabella 3.5: Energetiche di reazione calcolate secondo i vari metodi impiegati nell’ottimizzazione
energetica delle geometrie dei Reagenti, primo stato di transizione e Prodotti nel processo di riduzione
catalizzato dall’Aldoso Reduttasi umano. Tutti i valori, espressi in kcal/mol, rappresentano le barriere
energetiche tra i reagenti e gli altri stati secondo la colonna considerata.
maggiore dei prodotti rispetto ai reagenti così da rendere la reazione esotermica (la
variazione di energie di reazione rispetto al sistema isolato è pari a 6.64 kcal/mol).
Nella tabella 3.6 si riportano le distanze più significative tra gli atomi del comples-
so studiato a livello DFT e la numerazione impiegata si basa sulla figura 3.15. Come
evidenziato per i risultati dello studio della reazione di riduzione della D-Gliceraldeide,
nel corso della reazione di riduzione del substrato a Glicerolo, oltre alle modificazioni
strutturali direttamente collegate ai trasferimenti protonici, si realizzano anche ulterio-
ri modificazioni. Queste riguardano le distanze di legame tra la His110 ed il substrato
e l’interazione che si determina tra la lisina e l’aspartato.
H3-C4 H1-02 H6-02 N8-H9 N8-O10 H9-O10 H3-C11
Reagenti 2.516 Å 1.892 Å 2.046 Å 1.0758 Å 2.611 Å 1.563 Å 1.1 Å
ST1 1.234 Å 1.564 Å 1.766 Å 1.061 Å 2.644 Å 1.618 Å 1.517 Å
Prodotti 4.218 Å 1.008 Å 1.858 Å 1.062 Å 2.634 Å 1.607 Å 4.154 Å
Tabella 3.6: Distanze misurate tra gli atomi di maggiore importanza nel processo reattivo nel sito
attivo ottimizzato dell’Aldoso Reduttasi umano nei Reagenti, primo stato di transizione e Prodotti
della reazione di riduzione della L-Gliceraldeide calcolata a livello DFT, la numerazione degli atomi
si riferisce alla figura 3.15.
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Figura 3.15: Regione del sito attivo dell’Aldoso Reduttasi umano maggiormente coinvolta nel pro-
cesso catalitico, le linee tratteggiate indicano le distanze tra gli atomi coinvolti nelle successive rea-
zioni di riduzione della L-Gliceraldeide. La numerazione degli atomi sarà sfruttata per specificarne le
distanze nelle successive tabelle dedicate.
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Nella prima colonna della tabella 3.6 si illustra il processo di trasferimento dell’i-
druro dal cofattore alla L-Gliceraldeide, mentre con la seconda si descrive il processo
di trasferimento protonico tra la tirosina ed il substrato. Le altre colonne sono riferite
all’interazione di stabilizzazione che viene a determinarsi tra l’His110 ed il substra-
to ed all’interazione tra la Lys77 e l’Asp43. L’ultima colonna invece si riferisce alla
distanza tra l’idrogeno trasferito dal cofattore ed il carbonio (11) del suo anello ni-
cotidamminico, questa ovviamente aumenta man mano che la reazione muove verso i
prodotti.
La distanza di legame tra l’idrogeno Nε2 dell’istidina (6) e l’ossigeno carbonilico
della L-Gliceraldeide (2) diminuisce nel corso del cammino reattivo con un minimo
localizzato a livello del primo stato di transizione. Queste modificazioni hanno la stessa
origine di quelle che avvengono nella reazione di riduzione dell’altro enantiomero. Sono
quindi imputabili al cambiamento della natura del gruppo carbonilico del substrato,
target della riduzione, e l’interazione stabilizzante passa attraverso la formazione di un
legame idrogeno coinvolgente tali atomi nel corso della reazione. Nel cammino reattivo
si evidenzia inoltre una interazione tra la Lys77 e l’Asp43 che si mantiene in tutto il
processo.
Introducendo l’effetto dell’ambiente proteico secondo l’approccio PCM l’interazione
Lys77-Asp43 si ottiene invece solo nei reagenti e, come accade nella reazione ottimizza-
ta con il substrato destrogiro, questi presentano un protone condiviso molto più vicino
alla lisina 77 rispetto all’Asp43. Nel modello PCM è quindi descritta anche l’interazio-
ne tra la His110 ed il substrato. Questa si realizza con una diminuzione della distanza
misurata tra l’Nε2-H (6) e l’ossigeno (2) a livello del primo stato di transizione nella
direzione dimostrata dallo studio del sistema isolato. Tali risultati sono riportati nella
tabella 3.7 secondo la numerazione riferita alla figura 3.15.
H3-C4 H1-02 H6-02 N8-H9 N8-O10 H9-O10 H3-C11
Reagenti 2.509 Å 1.886 Å 2.05 Å 1.064 Å 2.645 Å 1.608 Å 1.1 Å
ST1 1.262 Å 1.6 Å 1.782 Å 1.057 Å 2.669 Å 1.639 Å 1.429 Å
Prodotti 1.092 Å 1.567 Å 1.836 Å 1.059 Å 2.654 Å 1.621 Å 4.107 Å
Tabella 3.7: Distanze misurate tra gli atomi di maggiore importanza nel processo reattivo nel sito
attivo ottimizzato dell’Aldoso Reduttasi nel Reagenti, primo stato di transizione e Prodotti della
reazione di riduzione della L-Gliceraldeide calcolata mediante l’approccio PCM, la numerazione degli
atomi si riferisce alla figura 3.15.
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3.4.3 Substrato 4-idrossi-trans-2-nonenale
Dopo aver analizzato i risultati ottenuti per i due enantiomeri della gliceraldeide,
passiamo ora a descrivere l’altro tipo di substrato trattato in questa Tesi, e cioè
l’idrossinonenale (HNE).
Come già fatto per le gliceraldeidi anche per questo substrato, in fig. 3.16, riportia-
mo le geometrie del complesso ternario (Asp43, Tyr48, Lys77, His110, Trp111, Phe115,
Ile299, Leu300):NADPH:HNE per reagenti, primo stato di transizione e prodotti.
Reagenti Primo stato di transizione Prodotti
Figura 3.16: Strutture ottimizzate del sito attivo di raegenti, primo stato di transizione e prodot-
ti della reazione di riduzione dell’Idrossinonenale catalizzata dall’Aldoso reduttasi umano (metodo
ONIOM). La regione DFT è evidenziata in forma tubulare, la regione trattata a livello semiempiri-
co in forma reticolare. Per tutti i residui amminoacidici presenti sono rappresentate solo le catene
laterali.
La figura 3.17 riporta invece un dettaglio del sito attivo con l’indicazione dei re-
sidui maggiormente coinvolti e con la numerazione degli atomi che parteciperanno
attivamente al processo reattivo.
I modelli utilizzati per descrivere questo sistema sono differenti rispetto a quelli
impiegati per lo studio della reazione della Gliceraldeide. Infatti, differentemente dal-
l’altro substrato, l’Idrossinonenale è caratterizzato da una catena idrofobica di 9 atomi
di carbonio che si inserisce, nel sito attivo, occupando anche la regione dello Specificity
pocket. Era quindi necessario introdurre alcuni ulteriori residui che potessero rappre-
sentarla. Una trattazione ad alto livello di tutto il sistema avrebbe determinato costi
computazionali non accettabili per questo lavoro di Tesi e quindi si è rivelato neces-
sario l’impiego del metodo ibrido ONIOM. Oltre alla ragione di economia del calcolo
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Figura 3.17: Regione del sito attivo dell’Aldoso Reduttasi umano maggiormente coinvolta nel pro-
cesso catalitico di riduzione dell’HNE. La numerazione degli atomi sarà sfruttata per specificarne le
distanze nelle successive tabelle dedicate.
tale scelta è anche supportata dal fatto che i residui aggiunti non sono coinvolti in
alcun aspetto del processo reattivo, ma servono esclusivamente per simulare la cavità
accogliente la coda idrofobica del substrato. La regione del sito attivo studiata già
per il substrato Gliceraldeide è stata descritta ad alto livello (DFT), mentre i residui
aggiunti, Trp111, Phe115, Ile299, Leu300, sono stati trattati a livello semiempirico
(PM3MM). Differentemente dallo studio degli enantiomeri della Gliceraldeide, quindi
il metodo ONIOM non è qui utilizzato per introdurre l’effetto dell’intero ambiente
proteico (che qui è descritto a livello PCM), ma solo per ampliare la regione di sito
attivo studiata.
Le energetiche di reazione, calcolate secondo le diverse metodologie applicate, sono
riportate nella tabella 3.8, seguendo il criterio delle tabelle 3.1 e 3.5 di questo capitolo.
La prima riga riporta i risultati energetici per il modello che rappresenta il sito attivo
enzimatico ottimizzato senza l’inclusione dell’effetto dell’ambiente, mentre la seconda
e la terza riportano i risultati energetici ottenuti con l’introduzione dell’effetto dell’am-
biente come un continuo polarizzabile (PCM). Come detto in precedenza, mediante
questa descrizione si introducono due diversi contributi energetici, quello dell’effet-
to di polarizzazione e quello dell’effetto geometrico dipendente dal rilassamento della
struttura del sito attivo nel corso del processo di ottimizzazione.
Nella seconda riga della tabella sono riportati i risultati energetici calcolati impo-
nendo al sito attivo, nel processo di ottimizzazione energetica, il vincolo della rigidità
strutturale e quindi contemplano solo l’introduzione dell’effetto di polarizzazione. I
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risultati riportati dalla terza sono invece stati ottenuti consentendo il rilassamento
strutturale del sito attivo e quindi, oltre all’effetto di polarizzazione integrano an-
che quello geometrico dipendente dall’influenza dell’ambiente sulla geometria del sito
attivo.
Figura 3.18: Cavità della regione studiata del sito attivo dell’Aldoso reduttasi, Asp43, Tyr48, Lys77,
His110, Trp111, Phe115, Ala299, Leu300, NADPH, HNE. Lo schema di colorazione prevede l’uso del
bianco per le sfere centrate sui carboni, del rosso per quelle centrate sugli ossigeni e del blu per quelle
sugli azoti. In questo modo è possibile evidenziare graficamente le superfici esposte al solvente.
Nella figura 3.18 si illustra la cavità composta dalle due regioni del sito attivo.
L’Anion binding pocket, dove avviene la reazione di riduzione, e lo Specificity pocket,
occupato da parte della coda del substrato. Tale cavità è posta all’interno di un mezzo
dielettrico caratterizzato dalla sua costante dielettrica ε pari a 15 che rappresenta
l’ambiente proteico.
Stato di transizione 1 Prodotti
ONIOM M06-2x:PM3MM 26.51 kcal/mol 8.52 kcal/mol
ONIOM M06-2x:PM3MM + PCM s.p.* 23.73 kcal/mol 2.15 kcal/mol
ONIOM M06-2x:PM3MM + PCM 24.31 kcal/mol 2.18 kcal/mol
Tabella 3.8: Energetiche di reazione calcolate secondo i vari metodi impiegati nell’ottimizzazione
energetica delle geometrie dei Reagenti, primo stato di transizione e Prodotti nel processo di riduzione
dell’HNE catalizzato dall’Aldoso Reduttasi umano. Tutti i valori, espressi in kcal/mol, rappresenta-
no le barriere energetiche tra i reagenti e gli altri stati secondo la colonna considerata. Nel “ * ”
l’ottimizzazione è stata eseguita con il vincolo della geometria rigida.
Le tre barriere energetiche di attivazione, riportate dalla tabella 3.8, calcolate con
i tre diversi approcci sono simili. Le differenze tra il modello ONIOM isolato e quello
in cui si introduce l’effetto dell’ambiente PCM sono pari a 2.78 kcal/mol quando si
tengono fisse le strutture, e pari a 2.2 kcal/mol quando queste si rilassano. Ciò mostra
che l’effetto principale che esercita l’ambiente sulla barriera di reazione è quello di
polarizzare le densità elettroniche mentre le variazioni indotte sulle geometrie hanno un
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effetto finale sull’energetica quasi trascurabile. Inoltre, con l’introduzione dell’effetto
ambientale si ottiene una maggiore stabilizzazione del prodotto rispetto ai reagenti
anche se la reazione comunque rimane endotermica in tutti i tre casi di studio.
Come accade per gli altri substrati, nel corso della reazione di riduzione dell’HNE
a 4-diidrossinonene (DHN), oltre alle modificazioni strutturali direttamente collegate
ai trasferimenti protonici, si realizzano anche modificazioni indotte. Queste riguardano
le distanze di legame tra la His110 ed il substrato e le interazione che si determinano
tra la tirosina, la lisina e l’aspartato.
Nella tabella 3.9 si riportano le distanze più significative tra gli atomi del com-
plesso studiato con il solo metodo ONIOM e la numerazione si basa sulla figura 3.17.
Nella prima colonna della tabella 3.9 si illustra il processo di trasferimento dell’idruro
H3-C4 H1-02 H6-02 N8-H9 N8-O10 H9-O10 N8-H12 H3-C11
Reagenti 2.982 Å 2.069 Å 2.184 Å 1.623 Å 2.647 Å 1.031 Å 1.019 Å 1.09Å
ST1 1.243 Å 1.608 Å 1.794 Å 1.05 Å 2.736 Å 1.794 Å 1.021 Å 1.492 Å
Prodotti 1.095 Å 1.646 Å 1.998 Å 1.031 Å 2.828 Å 1.8 Å 1.091 Å 3.462 Å
Tabella 3.9: Distanze misurate tra gli atomi di maggiore importanza nel processo reattivo nel
sito attivo ottimizzato dell’Aldoso reduttasi umano con substrato Idrossinonenale mediante metodo
ONIOM (semiempirico PM3MM), i numeri degli atomi si riferiscono alla figura 3.17.
dal cofattore all’HNE mentre con la seconda si descrive il processo di trasferimento
protonico tra la tirosina ed il substrato. Le altre colonne sono riferite all’interazione di
stabilizzazione che viene a determinarsi tra l’His110 ed il substrato ed all’interazione
tra la Lys77 e l’Asp43 e tra la Lys77 e la Tyr48. L’ultima colonna invece si riferisce
alla distanza tra l’idrogeno trasferito dal cofattore ed il carbonio (11) del suo anello
nicotidamminico, questa ovviamente aumenta man mano che la reazione muove verso
i prodotti.
Anche per la reazione di riduzione dell’Idrossinonenale calcolata con il solo meto-
do ONIOM si realizza una diminuzione della distanza tra l’Nε2-H (6) dell’His110 e
l’ossigeno carbonilico (2) del substrato, sulla traccia di ciò che è stato calcolato per
la Gliceraldeide. Probabilmente anche in questo caso l’interazione passa attraverso la
formazione di un legame idrogeno.
Nel corso del cammino reattivo, all’iniziale interazione che si determina tra la Lys77
e l’Asp43 si sostituisce, a livello dei Prodotti (complesso EP), l’interazione tra la Lys77
e la Tyr48 e tale interazione è riportata nella figura 3.19.
Anche nel modello ottimizzato secondo l’approccio PCM (tabella 3.10) l’interazione
Lys77-Asp43 viene sostituita da quella Lys77-Tyr48 e l’interazione tra la His110 ed il
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Figura 3.19: Sito attivo ottimizzato dell’Aldoso reduttasi umano, in evidenza l’interazione tra i
residui Asp 43 e Lys77.
substrato si realizza con una diminuzione della distanza misurata tra l’Nε2 H (6) ed
O (2) del substrato sulla traccia dei risultati appena discussi.
H3-C4 H1-02 H6-02 N8-H9 N8-O10 H9-O10 N8-H12 H3-C11
Reagenti 3.036 Å 2.016 Å 2.188 Å 1.568 Å 2.611 Å 1.048 Å Å 1.089 Å
ST1 1.267 Å 1.603 Å 1.792 Å 1.051 Å 2.726 Å 1.764 Å Å 1.436 Å
Prodotti 1.094 Å 0.991 Å 1.933 Å Å Å Å 1.086 Å 3.472 Å
Tabella 3.10: Distanze misurate tra gli atomi di maggiore importanza nel processo reattivo nel
sito attivo ottimizzato dell’Aldoso reduttasi umano con substrato Idrossinonenale mediante metodo
ONIOM (semiempirico PM3MM) + PCM, i numeri degli atomi si riferiscono alla figura 3.14.
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3.5 Riassunto
Lo studio dell’energetica di reazione della riduzione della D-Gliceraldeide è stato ef-
fettuato con diversi modelli a crescente complessità. I risultati ottenuti mettono in
evidenza l’importanza di una descrizione che contempli l’effetto ambientale. In par-
ticolare, tra i vari modelli testati, quello che ha mostrato una maggiore accuratezza
è quello che introduce l’effetto dell’ambiente proteico con il modello PCM. Questo
metodo infatti permette di includere sia l’effetto di polarizzazione dell’ambiente che
quello geometrico nel processo di ottimizzazione energetica del sito attivo. L’impiego
del PCM inoltre, come spiegato in precedenza, permette di mediare, in modo implicito,
tutte le modificazioni strutturali che possono realizzarsi nella struttura proteica.
La differenza tra le barriere energetiche di attivazione misurate per i due enantio-
meri, è pari a 3.47 kcal/mol nello studio del modello DFT ed a 1.89 kcal/mol in quello
del modello DFT+PCM, con le barriere che sono più elevate per l’enantiomero levogiro
rispetto al destrogiro. Tra queste due, la minor differenza è quella che, qualitativamen-
te, meglio si accorda con i dati sperimentali a disposizione, che infatti mostrano una
piccola variazione dei valori di kcat tra i due enantiomeri della Gliceraldeide (65 s-1
per l’enantiomero destrogiro e 57 s-1 per il levogiro). Sebbene il livello energetico dello
stato E + S non possa esser rilevato con gli approcci applicati in questo lavoro di Tesi,
la differenza tra i valori energetici dei complessi ES dei due enantiomeri della stessa
molecola, può ragionevolmente esser collegata ai valori sperimentali per i rapporti delle
KM (figura 3.1). Infatti è possibile affermare che il livello energetico dello stato E + S
sia uguale per entrambi gli enantiomeri. Per ciò che quindi concerne il confronto delle
KM sperimentali, che giustificano la stereospecificità dell’enzima nei confronti degli
enantiomeri della gliceraldeide, la comparazione dei valori energetici dei complessi ES
(i reagenti) mostra tra questi una differenza che è pari a 5.28 kcal/mol nello studio
DFT e 6.01 kcal/mol per lo studio DFT+PCM. Tali valori non sono tra loro molto
diversi, in ogni caso, ancora una volta la descrizione computazionale del sistema con
il metodo PCM meglio si accorda con l’evidenza sperimentale. I valori sperimentali
delle KM sono infatti tra loro molto diversi: 21 µM per l’enantiomero destrogiro e e
5 µM per quello levogiro [72]. E’ quindi possibile affermare che l’approccio computa-
zionale per questo sistema, nel modello PCM, è in grado di spiegare qualitativamente
l’enantiospecificità enzimatica dimostrata sperimentalmente accordando l’energetica
di reazione ai dati sperimentali.
La seconda fase del lavoro era dedicata allo studio della riduzione dell’Idrossinone-
nale catalizzata dall’enzima. In questo lavoro di Tesi abbiamo studiato esclusivamente
la reazione enzimatica con il solo stereoisomero R; è comunque ragionevole afferma-
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re che la distanza del centro chirale, posto sul carbonio 4 della catena dell’HNE, dal
centro reattivo minimizzi l’importanza della scelta tra i due stereoisomeri.
Come spiegato nei precedenti paragrafi, rispetto a quelli utilizzati per le gliceraldei-
di, i modelli utilizzati per descrivere questo sistema contemplano l’impiego del metodo
ONIOM al solo fine di introdurre i residui rappresentanti la cavità dello Specificity po-
cket e non per introdurre l’effetto dell’ambiente proteico sul sito attivo. L’introduzione
di quest’ultimo è infatti stata eseguita mediante l’impiego del metodo PCM.
Confrontando i risultati ottenuti con e senza l’introduzione dell’effetto dell’am-
biente è possibile evidenziare un abbassamento della barriera di attivazione pari a
2.78 kcal/mol nel modello ONIOM + PCM a geometria rigida rispetto al solo modello
ONIOM. Tale differenza diminuisce con l’introduzione dell’effetto geometrico dipen-
dente dalla possibilità di rilassamento del sito attivo nel processo di ottimizzazione
ONIOM + PCM. In questo secondo caso infatti la differenza misurata tra l’ONIOM
e l’ONIOM + PCM, è pari a 2.2 kcal/mol. Quindi vi è un effetto di polarizzazione
che abbassa il livello energetico al quale si aggiunge un effetto geometrico scarsamente
significativo che, comunque, muove nel senso opposto. Sebbene sia possibile effettuare
una comparazione delle energetiche di reazione calcolate per l’enantiomero destrogiro
della gliceraldeide e lo stereoisomero R dell’HNE, e quindi un confronto tra le corri-
spondenti kcat, risulta invece impossibile un confronto delle KM. Infatti in questo caso
l’assunzione sull’eguale valore energetico dello stato E + S, fatta per la comparazione
dei risultati nelle riduzioni degli enantiomeri della gliceraldeide, non ha significato.
In questo lavoro di Tesi, per la similitudine tra i sistemi, si assume di poter com-
parare le energie del sistema ONIOM e ONIOM + PCM dell’HNE rispettivamente
con quelle del sistema DFT e DFT+PCM per la D-Gliceraldeide. Tale comparazione
è avallata dal fatto che nel primo caso, entrambi i sistemi sono studiati senza l’in-
clusione dell’effetto ambientale, mentre nel secondo questo è introdotto per entrambi
mediante l’impiego del metodo PCM con una eguale costante dielettrica pari a 15. La
differenza delle energie di attivazione è pari a 2.64 kcal/mol per il primo confronto e
4.76 kcal/mol per il secondo. Sulla base di questi risultati è quindi ancora possibile
affermare che tra i due diversi approcci, solo quello che contempli l’introduzione del-
l’effetto ambientale mediato su tutte le possibili modificazioni della struttura proteica
(PCM), sia in grado di fornire una descrizione dell’energetica di reazione in accordo
con i dati sperimentalmente rilevati.
Infatti solo la maggiore tra le differenze delle energie di attivazione si trova quali-
tativamente in accordo con la discordanza delle kcat misurate sperimentalmente, che
presentano valori molto diversi tra le reazioni di riduzione dei due substrati (kcat pari
a 0.65 s-1 per la D-Gliceraldeide e 0.27 s-1 per l’HNE).
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I risultati ottenuti in questo lavoro di Tesi non si limitano alla definizione delle ener-
getiche di riduzione dei vari substrati, ma forniscono informazioni anche in merito alla
geometria degli stati ottimizzati. Importanti informazioni sono ottenibili mediante l’a-
nalisi delle distanze misurate nel sito attivo nelle strutture ottimizzate mediante i vari
approcci. Tra queste, la descrizione delle interazioni rilevate nel network Tyr48-Lys77-
Asp43 e l’interazione dell’His110 con l’ossigeno target della protonazione, risultano
esser importanti per la descrizione della reazione.
Nello studio della reazione di riduzione dell’Idrossinonenale, ad una iniziale inte-
razione Asp43-Lys77 si sostituisce, nei prodotti, l’interazione Lys77-Tyr48, come da
figure 3.14 e 3.16. Al contrario, nelle reazioni di riduzione degli enantiomeri della Gli-
ceraldeide, non si osserva alcun cambiamento nel network interattivo della Lys77 che
resta connessa all’Asp43 in tutto il percorso reattivo. Questa differenza, almeno nei
confronti della L-Glyceraldeide, è probabilmente ascrivibile ad un fenomeno di coordi-
nazione che si determina nei prodotti, tra i gruppi ossidrilici del glicerolo e l’ossigeno
carico negativamente della Tyr48. Tali interazioni impedirebbero alla Tyr48 di inte-
ragire anche con la Lys77, fenomeno che potrà comunque verificarsi eventualmente
nell’enzima libero.
Questi risultati sembrano tuttavia discordanti rispetto a quelli dei precedenti studi
riportati nel paragrafo 3.2, per i quali nella reazione di riduzione della D-Gliceraldeide
sono rilevate interazioni coinvolgenti tutta la triade. Una tale differenza può scatu-
rire da vincoli strutturali imposti nel presente lavoro di Tesi dai dati cristallografici
dell’enzima legato all’inibitore.
Altra importante interazione che avviene a livello del sito attivo enzimatico è quella
che coinvolge l’His110 e l’ossigeno target della riduzione. Come illustrato nel paragrafo
1.2, in letteratura è nota l’azione del residuo nell’orientamento del substrato nell’Anion
binding pocket. In questo lavoro di Tesi, per tutti i sistemi studiati, è stato individuato
un minimo, tra le distanze ottenute, localizzato a livello del primo stato di transizione;
è inoltre evidente che questa interazione debba passare attraverso la formazione di un
legame idrogeno nel corso del cammino reattivo. Come suggerito da uno degli studi
computazionali precedentemente riportati [71], tale legame idrogeno potrebbe esser
identificato a livello dell’intermediodi reazione, non calcolato in questo lavoro per i
motivi precedentemente spiegati. L’importanza del residuo His110 nel processo reattivo
è in ogni caso documentata anche dagli studi di mutagenesi, infatti una sostituzione
dell’istidina con il residuo amminoacidico asparagina determina una riduzione della kcat
pari a 14 volte rispetto al processo catalitico nel sistema wild type [20]. Ciò mostra
quindi che l’interazione tra l’His110 ed il substrato è di fondamentale importanza per
la realizzazione dei trasferimenti protonici di riduzione del substrato aldeidico nel sito
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attivo dell’Aldoso Reduttasi.
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Conclusioni e Prospettive
L’Aldoso reduttasi è il primo enzima della via dei polioli ed in tale conte-
sto metabolico catalizza la conversione di Glucosio a Sorbitolo. L’enzima è
considerato il promotore dello sbilanciamento osmotico in quanto determi-
nante condizioni ormai ampiamente accettate quali concausa di un’ampia
gamma di complicazioni della patologia diabetica, per questo motivo nel
corso degli anni la ricerca si è rivolta allo studio di suoi inibitori. L’ALR2
opera però anche la riduzione dell’Idrossinonenale, una molecola tossica
che si forma nei processi di perossidazione lipidica, è quindi caratterizzato
anche da una funzione detossificante benefica e ciò ha posto dubbi sulla, a
priori, convenienza nell’inibire l’enzima.
Questo lavoro di Tesi si è articolato in due fasi e si è posto l’obiettivo
di studiare l’energetica di riduzione degli enantiomeri della Gliceraldeide e
del 4-idrossi-trans-2-nonenale (HNE) attraverso un approccio computazio-
nale. Una prima fase del lavoro è stata dedicata allo studio della reazione
di riduzione della gliceraldeide a glicerolo con lo scopo di individuare per
via computazionale evidenze che giustifichino la diversa affinità, dimostra-
ta sperimentalmente, dell’ALR2 per i due enantiomeri. La seconda fase è
stata invece dedicata a definire le caratteristiche energetiche del comples-
so dell’enzima con l’HNE, al fine di incrementare le conoscenze di base
ma anche per scopi applicativi di tipo farmacologico in merito alla sintesi
di inibitori selettivi dell’Aldoso Reduttasi, cioè molecole capaci di opera-
re l’attività inibitoria senza intaccare l’attività detossificante dell’enzima.
Per ciò che concerne la prima fase del lavoro, la reazione di riduzione del-
la D-Gliceraldeide a glicerolo è stata studiata in prima istanza mediante
l’impiego di un approccio quanto meccanico di tipo Density Functional
Theory (DFT) con funzionale M06-2X. Il sistema studiato secondo que-
sto approccio è formato dai quattro residui amminoacidici (Asp43, Tyr48,
Lys77 e His110), dall’anello nicotidamminico del cofattore e dal substrato.
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A questo studio è seguita l’introduzione dell’effetto dell’ambiente proteico
sull’energetica di reazione mediante l’applicazione di due diverse strategie,
una prima che si è basata sull’impiego del metodo ONIOM ed un’altra,
su quello del metodo PCM. Mediante il primo è stata ottenuta l’intro-
duzione della componente atomistica della regione proteica che circonda
il sito attivo, mentre con il secondo l’ambiente è stato descritto come un
mezzo continuo polarizzabile, caratterizzato dalle sue proprietà dielettriche
macroscopiche. Il metodo PCM introduce sia un effetto di polarizzazione
sia uno geometrico che è dipendente dall’eventuale rilassamento strutturale
nel processo di ottimizzazione energetica, inoltre presenta il pregio di intro-
durre l’effetto ambientale implicitamente mediato su tutti gli spostamenti
geometrici dell’intera proteina. Lo studio dell’energetica della reazione di
riduzione della L-Gliceraldeide si è invece basato sull’impiego di un metodo
DFT (funzionale M06-2X) e di uno PCM, operando nelle stesse condizioni
poste per lo studio dell’altro enantiomero.
Nella seconda fase del lavoro di tesi è stata calcolata l’energetica della
reazione di riduzione dello stereoisomero R dell’idrossinonenale. Il lavoro si
è articolato in due studi, uno mediante un approccio ONIOM ed uno me-
diante l’approccio ONIOM + PCM. Differentemente rispetto allo studio
delle gliceraldeidi in questo caso la descrizione energetica ottenuta gra-
zie all’impiego del metodo ONIOM non è servita ad introdurre l’ambiente
proteico ma a trattare i residui Trp111, Phe115, Ala299 e Leu300 del si-
to attivo enzimatico mentre l’introduzione dell’ambiente proteico è stata
ottenuta grazie al metodo PCM.
In riferimento allo studio dell’energetica di una reazione catalizzata è
possibile considerare la corrispondenza che esiste tra la kcat della reazione
enzimatica e la barriera energetica di attivazione, cioè alla differenza tra
l’energia del primo stato di transizione nella reazione e quella dei Reagenti
(il complesso ES). Inoltre la KM può essere collegata alla differenza di
energia tra i reagenti (complesso ES) e lo stato E + S, ossia lo stato nel
quale l’enzima ed il substrato sono entrambi liberi nell’ambiente acquoso
(se si studiano enzimi solubili). Il livello energetico dello stato E + S non
può esser rilevato con gli approcci applicati in questo lavoro di Tesi, ma la
differenza tra i valori energetici dei complessi ES dei due enantiomeri della
stessa molecola, può esser ragionevolmente collegata ai valori sperimentali
per i rapporti delle KM.
Sulla base di tali assunzioni i risultati ottenuti in questo lavoro di Tesi si
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sono dimostrati qualitativamente in accordo con i dati delle costanti speri-
mentali kcat e KM. In particolare, tale accordo si evidenziava maggiormente
quando la descrizione energetica del processo era ottenuta mediante l’im-
piego del metodo PCM utilizzato al fine di ottenere l’inclusione dell’effetto
dell’ambiente. Infatti la piccola differenza tra le barriere di attivazione,
come la grande differenza tra i valori energetici dei complessi ES, nel si-
stema PCM, si accordano rispettivamente alla similitudine tra le kcat ed
alla divergenza tra le KM delle reazioni di riduzione degli enantiomeri della
gliceraldeide catalizzate dall’enzima. Mentre, la differenza tra le barriere
energetiche di attivazione delle riduzioni dello stereoisomero R dell’HNE e
della D-Gliceraldeide ben si accorda, qualitativamente, alla differenza tra
le Kcat sperimentali a disposizione.
Oltre alle energetiche di reazione questo lavoro di Tesi ha fornito anche
informazioni circa le geometrie dei vari complessi studiati. Una importante
interazione rilevata è quella tra l’His110 ed il substrato che passa per la
formazione di un legame idrogeno tra il suo Nε2 e l’ossigeno carbonilico
del substrato nel corso del processo reattivo. Ciò a conferma del ruolo
stabilizzante che il residuo opera a livello del sito attivo enzimatico.
Per ciò che invece concerne le interazioni per la triade Tyr-Lys-Asp,
in questo lavoro di Tesi, sono state rilevate le sole interazioni Asp-Lys
nel processo di riduzione degli enantiomeri della Gliceraldeide ed il pas-
saggio dall’interazione Asp-Lys a quella Lys-Tyr nel corso della reazione
di riduzione dell’HNE. Per la L-gliceraldeide fenomeni di coordinazione
che coinvolgono i gruppi ossidrilici del glicerolo e l’ossigeno della tirosina
impediscono la formazione dell’interazione Lys-Tyr. Nelle geometrie della
D-Gliceraldeide tale soluzione non può esser proposta, ma in questo caso
è probabilmente evidente la dipendenza dei risultati rispetto alla struttura
cristallografica di partenza. Per ciò che concerne il DHN (prodotto della
riduzione dell’HNE) i gruppi ossidrilici sono tra loro sufficientemente lon-
tani e ciò fa pensare che il risultato ottenuto sarebbe analogo anche per
l’altro stereoisomero.
Per concludere è doveroso sottolineare che un limite oggettivo del pre-
sente lavoro sta nel vincolo imposto dalla strutura cristallografica di par-
tenza di ALR2 ottenuta in presenza di un inibitore nel sito. Sicuramente
utile sarebbe stato un preliminare approccio di dinamica molecolare per
rilassare la struttura di partenza in un modo più idoneo ad accogliere il
substrato in esame. Per quanto una tale fase non abbia avuto modo di esse-
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re perseguita durante il presente lavoro di Tesi, i risultati ottenuti appaiono
soddisfacentemente in accordo qualitativo con i dati cinetici sperimentali.
I modelli studiati possono peraltro rappresentare un punto di partenza
nello studio delle energetiche di reazione che coinvolgono l’Aldoso Redut-
tasi per uno sviluppo di sempre maggior complessità del sistema in studio.
Così i dati ottenuti, già qualitativamente validi, non sottovalutando il pro-
blema connesso ai costi computazionali, potrebbero esser raffinati mediante
approcci che contemplino metodi di dinamica molecolare.
67
Bibliografia
[1] Jez J.M.; Flynn T.G.; Penning T.M. Biochem. Pharmacol., 54:639, 1997.
[2] Hers HG. Biochim Biophys Acta., 1:202–3, 1956 Oct 22.
[3] U. Cappiello M; Voltarelli M.; Giannessi M.; Cecconi I.; Camici G.; Manao G.;
Del Corso A.; Mura. Exp. Eye Res., 58:491, 1994.
[4] Del Corso A; Cappiello M; Mura U. Curr Med Chem., 15:1452–61, 2008.
[5] Vander Jagt DL; Kolb NS; Vander Jagt TJ; Chino J; Martinez FJ; Hunsaker
LA; Royer RE. Biochim Biophys Acta., 1249(2):117–26, 1995.
[6] Chung SS; Ho EC; Chung SK. J Am Soc Nephrol., 14(8 Suppl 3):S:233–6, 2003.
[7] AF. Graham A; Brown L; Hedge PJ; Gammack AJ; Markham. J Biol Chem.,
266(11):6872–7, 1991.
[8] Wilson DK; Bohren KM; Gabbay KH; Quiocho FA. Science, 257(5066):81–4,
1992.
[9] F.A. Wilson D.K.; Tarle I.; Petrash J.M.; Quiocho. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:9847, 1993.
[10] Biadene M.; Hazemann I.; Cousido A.; Ginell S.; Joachimiak A.; Sheldrick G.M.;
Podjarny A.; Schneider T.R. Acta Crystallogr. D, 63:665, 2007.
[11] P; Ventura ON; Cousido-Siah A; Haertlein M; Joachimiak A; Myles D; Podjar-
ny A. Blakeley MP; Ruiz F; Cachau R; Hazemann I; Meilleur F; Mitschler A;
Ginell S; Afonine. Proc Natl Acad Sci U S A, 105(6):1844–1848, 2008.
[12] Rondeau JM; Tête-Favier F; Podjarny A; Reymann JM; Barth P ; Biellmann
JF; Moras D. Nature, 355(6359)::469–72, 1992.
[13] Bohrani D.W.; Harter T.M.; Petrash J.M. J. Biol. Chem., 267:24841, 1992.
68
[14] Marianna Biadene. Crystal structures of aldose reductase, c2a domain of
rabphilin3a and tests of new restraints dissertation. 2006.
[15] Bohren K.M.; Brownlee J.M.; Milne A.C.; Gabbay K.H.; Harrison D.H. Biochim.
Biophys. Acta, 1748:201, 2005.
[16] Klebe G; Krämer O; Sotriffer C. Cell Mol Life Sci., 61(7-8):783–93, 2004.
[17] K.H. Harrison D.H.; Bohren K.M.; Ringe D.; Petsko G.A.; Gabbay. Biochemistry,
33:2011, 1994.
[18] Podjarny A; Cachau RE; Schneider T; Van Zandt M; Joachimiak A. Cell. Mol.
Life Sci., 61:763, 2004.
[19] K.H. Bohren K.M.; Grimshaw C.E.; Lai C.J.; Harrison D.H.; Ringe D.; Petsko
G.A.; Gabbay. Biochemistry, 33:2021, 1994.
[20] Tarle I; Borhani DW; Wilson DK; Quiocho FA; Petrash JM. J Biol Chem.,
268(34):25687–93, 1993.
[21] Kador PF; Kinoshita JH; Brittain DR; Mirrlees DJ; Sennitt CM; Stribling D.
Biochem J., 240(1):233–7, 1986.
[22] CHIHIRO YABE-NISHIMURA. PHARMACOLOGICAL REVIEWS, Vol. 5, No.
1, 1998.
[23] Kim CS; Kim J; Lee YM; Sohn E; Jo K; Kim JS. Arch Pharm Res., 34(5):847–52,
2011.
[24] Alexiou P; Pegklidou K; Chatzopoulou M; Nicolaou I; Demopoulos VJ. Curr Med
Chem., 16(6):734–52, 2009.
[25] Srivastava SK; Ramana KV; Bhatnagar A. Endocr Rev., 26(3):380–92, 2005.
[26] Ramana KV; Friedrich B; Tammali R; West MB; Bhatnagar A; Srivastava SK.
Diabetes., 54(3):818–29, 2005.
[27] Vincent AM; Russell JW; Low P; Feldman EL. Endocr Rev., 25(4):612–28, 2004.
[28] W. H. Press Teukolsky; Vetterling Flannery. fortran numerical recipes. cambridge
university press, 2011.
[29] Ansari NA; Rasheed Z. Biomed Khim., 56(2):168–78, 2010.
69
[30] Schmidt AM; Hori O; Brett J; Yan SD; Wautier JL; Stern D. Arterioscler
Thromb., 14(10):1521–8, 1994.
[31] Sato T; Iwaki M; Shimogaito N; Wu X; Yamagishi S; Takeuchi M. Curr Mol
Med., 6(3):351–8, 2006.
[32] L’Esperance FA Jr; James WA; Judson PH. Elsevier Science Publishing Co, pages
661–683, 1990.
[33] Mandarino LJ. Diabetes Care., 15(12):1892–901, 1992.
[34] Stitt AW; Li YM; Gardiner TA; Bucala R; Archer DB; Vlassara H. Am J Pathol.,
150(2):523–31, 1997.
[35] Yamagishi S; Amano S; Inagaki Y; Okamoto T; Koga K; Sasaky N; Yamamoto
H; Takeuchi M; Makita Z. Biochem Biophys Res Commun., 290(3):973–8, 2002.
[36] Yamagishi S; Takeuchi M; Matsui T; Nakamura K; Imaizumi T; Inoue H. FEBS
Lett., 579(20):4265–70., 2005.
[37] Sharma K; Ziyadeh FN. Diabetes, 44(10):1139–46, 1995.
[38] Friedman E.A. Elsevier, New York, pages 684–709, 1990.
[39] Yamagishi S; Inagaki Y; Okamoto T; Amano S; Koga K; Takeuchi M; Makita Z.
J Biol Chem., 277(23):20309–1562, 2002.
[40] Vinik AI; Park TS; Stansberry KB; Pittenger GL. Diabetologia, 43(8):957–73,
2000.
[41] Yagihashi S. Diabetes Metab Rev., 11(3):193–225, 1995.
[42] Dyck PJ; Giannini C. J Neuropathol Exp Neurol., 55(12):1181–93, 1996.
[43] Sekido H; Suzuki T; Jomori T; Takeuchi M; Yabe-Nishimura C; Yagihashi S.
Biochem Biophys Res Commun., 320(1):241–8, 2004.
[44] Takeuchi M; Bucala R; Suzuki T; Ohkubo T; Yamazaki M; Koike T; Kameda
Y; Makita Z. J. Neuropathol Exp. Neurol., 59(12):1094–105., 2000.
[45] Polonsky KS Weinberg CR Halter JB Halar E Pfeifer MA Vukadinovic C Bern-
stein L Schneider M Liang KY Gabbay KH Rubenstein AH Porte D Jr N
Judzewitsch RG, Jaspan JB. Engl J Med., 308(3):119–25, 1983 Jan 20.
70
[46] Gabbay KH. Curr. Diab. Rep., 4:405, 2004.
[47] Ramirez MA; Borja NL. Pharmacotherapy, 28(5):646–55, 2008.
[48] Sharma R; Sharma N. Ann Indian Acad Neurol., 11(4):231–235, 2008.
[49] Srivastava S; Dixit BL; Cai J; Sharma S; Hurst HE; Bhatnagar A; Srivastava SK.
Free Radic Biol Med., 29(7):642–51, 2000.
[50] Esterbauer H; Schaur RJ; Zollner H. Free Radic Biol Med., 11(1):81–128, 1991.
[51] Szweda LI; Uchida K; Tsai L; Stadtman ER. J Biol Chem., 268(5):3342–7, 1993.
[52] Siems W; Grune T. Mol Aspects Med., 24(4-5):167–75, 2003.
[53] Alary J; Guéraud F; Cravedi JP. Mol Aspects Med., 24(4-5):177–87, 2003.
[54] Wolfenden R.; Snider M. J. Acc. Chem. Res., 34:938, 2001.
[55] M. J. Frisch G. W. Trucks H. B. Schlegel G. E. Scuseria M. A. Robb J. R.
Cheeseman G. Scalmani V. Barone B. Mennucci G. A. Petersson H. Nakatsuji M.
Caricato X. Li H. P. Hratchian A. F. Izmaylov J. Bloino G. Zheng J. L. Sonnenberg
M. Hada M. Ehara K. Toyota R. Fukuda J. Hasegawa M. Ishida T. Nakajima Y.
Honda O. Kitao H. Nakai T. Vreven J. A. Montgomery Jr. J. E. Peralta F. Ogliaro
M. Bearpark J. J. Heyd E. Brothers K. N. Kudin V. N. Staroverov R. Kobayashi
J. Normand K. Raghavachari A. Rendell J. C. Burant S. S. Iyengar J. Tomasi
M. Cossi N. Rega J. M. Millam M. Klene J. E. Knox J. B. Cross V. Bakken C.
Adamo J. Jaramillo R. Gomperts R. E. Stratmann O. Yazyev A. J. Austin R.
Cammi C. Pomelli J. W. Ochterski R. L. Martin K. Morokuma V. G. Zakrzewski
G. A. Voth P. Salvador J. J. Dannenberg S. Dapprich A. D. Daniels Ö. Farkas J.
B. Foresman J. V. Ortiz J. Cioslowski Gaussian 09, Revision A.1 and D. J. Fox.
Gaussian, inc., wallingford ct. 2009.
[56] Schlegel H. B. Comput. Chem., 3:214–218, 1982.
[57] W. Parr R. G.; Yang. Density-functional theory of atoms and molecules. New
York: Oxford University Press., 1989.
[58] Kohn W.; Sham L. J. Phys. Rev., 140:A1133–A38, 1965.
[59] Axel D.; Becke J. Chem. Phys., 98:5648, 1993.
[60] Y. Zhao; D. G. Truhlar. Theor. Chem. Acc., 120:215–41, 2008.
71
[61] A. D. McLean; G. S. Chandler. J. Chem. Phys., 72:5639–48, 1980.
[62] Eamonn F. Healy Michael J. S. Dewar, Eve G. Zoebisch and James J. P. Stewart.
J . Am. Chem. SOC., 107:3902–3909, 1985.
[63] Andrew R. Leach. Molecular Modelling, principles and application.
[64] Stewart James J. P. J. Comput. Chem., 10 (2):209, 1989.
[65] Stewart James J. P. J. Comput. Chem., 10 (2):221, 1989.
[66] K . Byun K Morokuma M J Frisch J. Mol. Struct. (Theochem) 462 (1999) 1.
S Dapprich, I Komáromi. J. Mol. Struct., 462, 1999.
[67] Chérif F. Matta. Quantum Biochemisrty.
[68] Tomasi J; Mennucci B; Cammi R. Chem. Rev, 105:2999–3093, 2005.
[69] Jiali Gao; Shuhua Ma; Dan T Major; Kwangho Nam; Jingzhi Pu; Donald G.
Truhlar. Chem. Rev., 106:3188−3209, 2006.
[70] Lee YS; Hodoscek M; Brooks BR; Kador PF. Biophys Chem., 70(3):203–16., 1998.
[71] Paul D Lyne Péter Várnai, W Graham Richards. Proteins: Structure, Function,
and Bioinformatics, Volume 37, Issue 2,:218–227, 1999.
[72] Università di Pisa Fonte Dipartimento di Biologia, sezione di Biochimica.
72
